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GLOSARIO1 
 
 
Analito: El constituyente de interés en una muestra. 
 
Blanco del método (BK): Muestra que sin contener analito pasa a través de 
todos los pasos del método. 
 
Calibración: Proceso para asegurar que la señal de la medición dada por un 
equipo o instrumento es correcta. 
 
Curva de calibración: Resultado de la estandarización que muestra 
gráficamente como la señal del método cambia respecto a la cantidad de 
analito. 
 
Demanda Bioquímica de Oxigeno (DBO): Es una medida de la cantidad de 
oxigeno requerido para degradar la materia orgánica de una muestra de 
agua, por medio de una población microbiana heterogénea. La información 
obtenida en la prueba corresponde a la materia orgánica biodegradable. 
 
Demanda Química de Oxigeno (DQO): Es una medida de la cantidad de 
oxígeno consumido por la porción de materia orgánica existente en la 
muestra y oxidable por un agente químico oxidante fuerte. Específicamente 
representa el contenido orgánico total de la muestra, oxidable por dicromato 
en solución ácida. 
 
Determinación: Análisis de una muestra que busca la identidad, la 
concentración o las propiedades del analito. 
 
Estandarización: Proceso para establecer la relación entre la cantidad de 
analito y la señal del método. 
 
Error, error sistemático, error aleatorio: Los errores analíticos que se 
cometen al efectuar los análisis pueden ser determinados o indeterminados. 
Los errores determinados o sistemáticos van en una sola dirección y se 
deben a fallos de instrumentos, personas o métodos; deben eliminarse o 
corregirse sus efectos, puesto que afectan la exactitud del método. Los 
errores indeterminados o aleatorios son de origen desconocido, actúan en 
ambas direcciones y determinan la variabilidad de los resultados o precisión 
del método.  
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Exactitud de una medición: Proximidad entre el resultado de una medición 
y el valor verdadero del mesurando. 
 
Incertidumbre: Parámetro, asociado al resultado de una medición, que 
caracteriza la dispersión de los valores que podrían ser razonablemente 
atribuidos al mesurando. 
 
Interferencias: Son perturbaciones que alteran una, varias o todas las 
etapas del proceso analítico y por consiguiente a los resultados analíticos, 
que se ven afectados por errores sistemáticos.  
 
Intervalo de trabajo, rango: Diferencia en magnitud entre la mayor y menor 
concentración de analito que puede determinarse satisfactoriamente con 
adecuada linealidad, exactitud y precisión. 
 
Límite de cuantificación: Es la menor cantidad de analito que puede ser 
determinada cuantitativamente con una incertidumbre asociada, para un nivel 
dado de confianza. 
 
Límite de detección: Es la menor cantidad de analito que puede ser 
distinguida del ruido de fondo, para un nivel dado de confianza. 
 
Linealidad: Capacidad del método para producir resultados proporcionales, 
directamente o mediante una transformación matemática, a la concentración 
del analito en las muestras, dentro de un determinado rango. 
 
Matriz: Todos los constituyentes de una muestra a excepción del analito. 
 
Mesurando: Magnitud particular sometida a medición 
 
Medición: Determinación experimental de una propiedad química o física del 
analito, usualmente producto de la comparación con un patrón trazable a un 
estándar definido y aceptado. 
 
Método: Forma de analizar una muestra para un analito específico en una 
matriz específica. 
 
Muestra: Parte del sistema que se somete a análisis. 
 
Precisión: Indica el grado de concordancia entre los datos obtenidos para 
replicas de una misma muestra, aplicando el mismo procedimiento 
experimental bajo condiciones preestablecidas  
 
Prueba t: Prueba estadística para comparar dos medias y ver sí su 
diferencia es suficientemente grande para explicar errores indeterminados. 
  
 
 
Prueba f: Prueba estadística para comparar dos varianzas y ver sí su 
diferencia es suficientemente grande para explicar errores indeterminados. 
 
Recuperación: Es la capacidad que tiene un procedimiento analítico para 
determinar cuantitativamente una especie química que ha sido adicionada a 
una muestra, se expresa como (%R)  
 
Regresión lineal: Técnica matemática para ajustar una ecuación, a una 
tendencia lineal, obtenida experimentalmente. 
 
Relación señal-ruido. Ruido de fondo: En sistemas instrumentales es la 
señal residual o línea base registrada con concentración cero de analito, es 
decir, es la señal que proporciona un blanco. Matemáticamente suele 
expresarse como la desviación estándar de la respuesta de un cierto número 
de blancos.  
 
Repetibilidad (de los resultados de las mediciones): Proximidad entre los 
resultados de mediciones sucesivas del mismo mesurando, realizadas bajo 
las mismas condiciones de medición. (Aplicación de un mismo 
procedimiento, a un mismo objeto, por el mismo operador, en intervalos 
cortos de tiempo, con el mismo equipamiento instrumental, en el mismo 
lugar). 
 
Representatividad: Esta propiedad se refiere al buen muestreo. Se trata de 
encontrar una concordancia adecuada entre los resultados y el conjunto 
compuesto por la muestra, el objeto, el problema analítico y la necesidad 
económica, social, científica y técnica. 
 
Reproducibilidad: Proximidad entre los resultados de mediciones de un 
mismo mesurando, realizadas bajo distintas condiciones de medición. 
 
Residual: Es la diferencia entre el valor observado experimentalmente y el 
valor estimado en una recta de regresión o curva de calibración.  
 
Revalidación: Repetición total o parcial de la validación de un método 
analítico debido a modificaciones en el propio método, equipos, muestras a 
analizar, etc. Con el objetivo de garantizar que los resultados continúen 
siendo confiables.    
 
Robustez: Medida de la capacidad de un método analítico de permanecer 
inalterado ante pequeñas pero deliberadas variaciones en ciertos parámetros 
proporcionando idea de su fiabilidad o estabilidad durante su empleo de 
rutina. 
 
  
 
Selectividad: Un método analítico se dice que es selectivo si es capaz de 
originar resultados que dependan exclusivamente del analito para su 
cuantificación. El grado de selectividad es inversamente proporcional al 
grado de interferencia. Interferencias son perturbaciones que alteran una, 
varias o todas las etapas del proceso analítico y por consiguiente a los 
resultados analíticos, que se ven afectados por errores sistemáticos. De 
acuerdo a esto se deduce que la selectividad está directamente relacionada 
con la exactitud. 
 
Sensibilidad: Es una medida del factor de respuesta del instrumento como 
una función de la concentración. Normalmente se mide como la pendiente de 
la curva de calibración. 
 
Sesgo: Error sistemático o determinado. 
 
Técnica: Principio químico o físico que puede ser usado para analizar una 
muestra. 
 
Validación2: Confirmación mediante el suministro de evidencia objetiva de 
que se han cumplido los requisitos de un método de análisis para una 
utilización o aplicación específica prevista 
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                 Usando el programa ProControl®. 97 
Anexo P. Contraste estadístico de los datos de muestras 
                 residuales domesticas para la validación del ensayo  
                 de DBO. Usando el programa ProControl®. 98 
Anexo Q. Contraste estadístico de los datos de muestras  
                 residuales industriales para la validación del ensayo  
                 de DBO. Usando el programa ProControl®. 99 
Anexo R. Contraste estadístico de los datos de muestras 
                 residuales industriales para la validación del ensayo  
                 de DBO. Usando el programa ProControl®. 100 
Anexo S. Contraste estadístico de los datos de muestras  
                  residuales sintéticas para la validación del ensayo  
                  de DBO. Usando el programa ProControl®. 101 
Anexo T. Contraste estadístico de los datos de muestras 
                residuales sintéticas para la validación del ensayo  
                de DBO. Usando el programa ProControl®. 102 
Anexo U. Tolerancias de pipetas y balones clase A. A 20 ºC. 103 
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1 DEFINICIÓN DEL PROBLEMA 
 
 
La política de calidad del Laboratorio de Química Ambiental indica que todas 
las actividades se deben  desarrollar bajo los lineamientos de un sistema de 
gestión de calidad conforme la norma NTC/ISO/IEC 17025 “Requisitos 
Generales Para la Competencia de los Laboratorios de Ensayo y de 
Calibración”, teniendo como objetivo prestar servicios con criterios de 
calidad, lo cual se evidencia a través de la generación de datos confiables. 
Parte del trabajo involucrado en la recolección de datos confiables será usar 
métodos estandarizados y validados. 
 
Dado que el laboratorio cubre una gran demanda en el análisis de DBO5 y 
DQO, requiere ampliar sus posibilidades analíticas a través de la 
estandarización y validación de técnicas nuevas para el laboratorio, que 
brinden principalmente mayor rapidez y ampliación de los rangos de trabajo. 
Se hace necesario entonces, estandarizar y validar estás técnicas por 
métodos diferentes a los ya establecidos en el laboratorio. 
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2 JUSTIFICACIÓN 
 
 
Todo método posee un objetivo, la validación verifica que dicho método 
cumpla con su  objetivo o alcance, por lo tanto, una correcta validación 
permite afirmar que con la utilización del método se obtienen  resultados de 
mayor confiabilidad y técnicamente válidos, todo esto en resumen el cliente 
lo requiere y por su puesto el Laboratorio de Química Ambiental quiere 
ofrecérselo, además de ser un requerimiento indispensable para la 
acreditación. 
 
Para tal fin, debe estandarizarse y validarse el método de determinación de 
DBO5 y DQO de acuerdo con los requerimientos de la norma NTC/ISO/IEC 
17025. Uno de los mecanismos para monitorear la eficiencia de estos 
métodos analíticos es la estandarización, etapa previa a la validación. 
 
El objetivo es obtener un método estandarizado y validado, resultado dado 
por unos parámetros de calidad calculables mediante herramientas 
matemático – estadísticas tales como: exactitud, precisión, sensibilidad, 
selectividad, límites de detección y cuantificación, entre otros. A excepción de 
la representatividad que aunque es otro parámetro de calidad, está ligada 
fundamentalmente a la toma de muestras. Por lo tanto, la validación de un 
método consiste en una etapa de rectificación, donde todos los parámetros 
son evaluados bajo las condiciones del método y las características propias 
del laboratorio. 
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3. OBJETIVOS 
 
 
3.1 OBJETIVO GENERAL 
 
3.1.1 Estandarizar y validar el método respirométrico para  medición de 
la demanda bioquímica de oxigeno y el método colorimétrico  para  
la demanda química de oxigeno en aguas naturales (superficiales y 
subterráneas) y en aguas residuales domésticas e industriales. 
 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
3.2.1 Determinar los parámetros característicos de cada uno de los 
métodos los cuales son exactitud (expresada como %E), precisión 
(expresada como %CV), límite de detección, límite de 
cuantificación, linealidad, y sensibilidad. 
 
3.2.2 Elaborar la documentación asociada a cada uno de los 
procedimientos de ensayo con base en el Sistema de Gestión de 
Calidad del Laboratorio de Química Ambiental. 
 
3.2.3 Calcular la incertidumbre de cada uno de los métodos. 
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4 MARCO DE REFERENCIA 
 
4.1 CALIDAD3 
 
Calidad significa cumplir satisfactoriamente  un objetivo específico bien 
definido, es decir, que un producto o servicio satisface expresamente o 
subjetivamente las necesidades de los usuarios o beneficiarios. Las dos 
grandes áreas de la calidad son Gestión de la calidad y Aseguramiento  de la 
calidad (Garantía de Calidad). El concepto de Calidad en laboratorios se 
aplica más estrictamente al análisis químico cuantitativo y se relaciona 
estrechamente con las buenas prácticas profesionales y la satisfacción del 
cliente; para aplicar y sistematizar estas buenas prácticas en todos los 
sectores del laboratorio es conveniente implementar un adecuado Sistema 
de Calidad que asegure una óptima relación laboratorio/cliente. 
 
Sistema de Calidad: es la estructura organizacional, las responsabilidades, 
los procedimientos, los procesos y los recursos necesarios para implementar 
la administración de la calidad (ISO 8402/94). 
 
Un sistema de calidad consta de: una base documental en la cual se 
describen los procedimientos, instrucciones y planes ajustándose a una 
norma. Recursos tanto físicos como humanos. Los físicos comprenden 
locales, maquinarias e instrumentos de medida. Los humanos comprenden 
un personal adiestrado en técnicas de calidad y técnicas de ensayo. 
 
Aseguramiento de la calidad: Son todas las actividades planificadas y 
sistemáticamente aplicadas en el sistema de calidad y demostradas cuando 
se requieren para brindar la suficiente confianza de que el sistema cumplirá 
con los requerimientos de calidad (ISO 8402-1994). 
 
4.2 ESTANDARIZACIÓN 
 
La estandarización de un método analítico es un proceso riguroso que tiene 
como objetivo establecer o definir las condiciones de análisis en que se 
pretende cuantificar un analito. Que  dependiendo de la técnica analítica a la 
que pertenezca el método, la matriz o matrices, el analito, la cantidad de 
parámetros de estandarización y de la metodología empleada para su 
desarrollo puede requerir de un tiempo considerable (en algunos casos 
puede superar los seis meses). 
 
                                                 
3
 BEDOYA, Paula Andrea y SANCHEZ, Maria Victoria. Documentación del sistema de calidad para el laboratorio de 
análisis de alimentos de la universidad tecnológica de Pereira (según ntc-iso-iec 17025). 2004. 44p 
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4.2.1 Etapas de la estandarización4 
 
4.2.1.1 Etapa preliminar 
 
• La etapa preliminar consiste en evaluar una serie de parámetros y 
condiciones que permitan obtener información relevante y orientar el 
proceso de la estandarización propiamente dicha, esto se logra 
haciendo una revisión documental sobre el tema. 
 
4.2.1.2 Montaje de la metodología 
 
• Selección del método, evaluar el método y su aplicación al analito de 
interés y a todas las matrices. 
 
• Creación de un archivo físico (carpeta) para toda la documentación 
generada en el proceso. 
 
• Conocer o generar el procedimiento del método disponiendo de una 
copia de trabajo. 
 
• Conocimiento del principio químico y/o físico del método y de la técnica 
utilizada, se debe elaborar un resumen conciso. 
 
• Conocimiento exacto del funcionamiento del equipo de medición. En lo 
posible construir un diagrama de flujo para el manejo del equipo o por lo 
menos los pasos que se deben seguir en orden cronológico para su 
adecuada operación desde el encendido hasta el apagado.   
    
• Inventario de los reactivos que se necesitan para toda la 
estandarización (identificación, precauciones, calidad, cantidad, grado 
de pureza, conservación y almacenamiento del reactivo puro y en 
solución). 
 
• Inventario de vidrieria  y otros materiales necesarios señalando las 
cantidades necesarias y los requerimientos de limpieza. 
 
• Establecer los procedimientos para la descontaminación, limpieza del 
material y la disposición de los desechos. 
 
• Diseñar un plan para la preparación de reactivos y análisis de: 
estándares, muestras y muestras adicionadas.  
                                                 
4
 Protocolo Estandarización de métodos analíticos. Instituto de Hidrología, Meteorología y Estudios Ambientales. 
IDEAM. Noviembre de 1999. 
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• Diseño de un formato para la captura de los datos. 
 
• Definición del intervalo de aplicación del método. 
 
• Verificación y optimización de las condiciones y de los parámetros 
instrumentales incluyendo curva de calibración. 
 
4.2.1.3 Parte experimental o de mediciones 
 
• En esta etapa se lleva a cabo todo el proceso de estandarización 
aplicando la metodología y todas las actividades programadas en el 
procedimiento, con el fin de asegurar la correcta determinación del 
analito en toda la variedad de matrices. 
 
4.3 VALIDACIÓN5 
  
 
Validar un método de análisis consiste en verificar y documentar su validez, 
esto es, su adecuación a unos determinados requisitos previamente 
establecidos. La definición de la norma NTC/ISO/IEC 17025 es: 
“confirmación, a través del examen y el aporte de evidencias objetivas, de 
que se cumplen los requisitos particulares para un uso específico previsto”. 
 
Cada día se realizan millones de análisis en los ámbitos más variados: 
análisis de productos manufacturados, medioambientales, clínicos, forenses, 
químicos y físicos. En todos ellos se requiere una confianza en los resultados 
obtenidos. La validación de los métodos analíticos, junto con otras 
actividades englobadas en la gran área del aseguramiento de la calidad, 
permite conseguir calidad en los datos generados, otorgando la confianza 
necesaria a la vez que confieren un grado elevado de comparabilidad entre 
los resultados de los análisis químicos.  
 
La validación de un método consiste en una etapa de confirmación, donde 
los parámetros escogidos son evaluados bajo las condiciones del método. 
 
4.3.1 Razones que justifican la validación de métodos analíticos. 
 
4.3.1.1 Un método siempre debe validarse cuando es necesario verificar 
que sus parámetros de calidad se adecuan a un problema analítico 
particular que debemos resolver en nuestro laboratorio. 
 
                                                 
5 CAMACHO, Andrés Mauricio, Aplicación de una metodología para estandarizar y validar los ensayos de As, Cr, Hg 
y Na por espectrometría de Absorción atómica en el laboratorio de química ambiental. UTP. 2008. 130p 
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4.3.1.2 Debe validarse para demostrar que es adecuado para los análisis 
propuestos en las condiciones descritas. La validación es la 
herramienta que permite obtener las pruebas documentales al 
respecto. 
 
4.3.1.3 Hacer la validación de un método minuciosamente puede ser 
tedioso, pero las consecuencias de no hacerlo puede traducirse en 
pérdida de tiempo, dinero y recursos. 
 
4.3.2 Evaluación previa a la validación 
 
Antes de iniciar el procedimiento de validación se debe tener en cuenta lo 
siguiente: 
 
4.3.2.1 Tener perfectamente caracterizado el analito. 
 
4.3.2.2 Trabajar suficientemente con el método de análisis para tener 
amplio conocimiento acerca de él y esto nos ofrezca garantías de 
que la validación puede ser satisfactoria. Esto se logra 
desarrollando paso a paso y concienzudamente todo el 
procedimiento de estandarización. 
 
4.3.2.3 Definir claramente objetivo, alcance, procedimiento y todos los 
parámetros de calidad del método. Solo cuando el procedimiento 
está definido en todos sus detalles y se tiene convencimiento de 
que las condiciones descritas son idóneas para alcanzar los 
resultados esperados debe iniciarse la validación. 
 
4.3.2.4 Crear un archivo físico (plan de validación) donde se describa paso 
a paso todo el procedimiento de validación. Se deben incluir hojas 
de recolección de datos. 
 
Tabla 1. Parámetros de calidad de un método. 
Tipo 
Matemático-estadístico 
Tipo 
Operatorio-económico 
- Exactitud, 
- Precisión, 
- Incertidumbre 
- Representatividad 
- Sensibilidad 
- Selectividad 
- Límites 
- Robustez 
- Inversión 
- Mantenimiento 
- Rapidez 
- Facilidad de uso 
- Simplicidad 
- Gastos directos 
- Gastos indirectos 
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4.3.3 Normas Básicas de la Validación 
 
4.3.3.1 Debe validarse el procedimiento completo. 
 
4.3.3.2 Debe validarse todo el intervalo de concentraciones. 
 
4.3.3.3 Debe validarse teniendo en cuenta la variedad de matrices. 
 
Es importante remarcar que el laboratorio que desea utilizar para el análisis 
de rutina un método analítico previamente validado es el responsable de 
asegurar que dicho método es válido para el uso propuesto en las 
condiciones de análisis rutinario. 
 
4.4 NORMATIVIDAD6 
 
La acreditación de laboratorios de ensayo se concede en base al 
cumplimiento de la norma NTC/ISO/IEC 17025 “Requisitos Generales para la 
Competencia de los Laboratorios de Ensayo y de Calibración”. Esta 
menciona acerca de la validación y la incertidumbre lo siguiente: 
 
Numeral 5.4.5.2 El laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los 
métodos que diseña o desarrolla, los métodos normalizados empleados fuera 
del alcance previsto, así como las ampliaciones y modificaciones de los 
métodos normalizados, para confirmar que los métodos son aptos para el fin 
previsto. La validación debe ser tan amplia como sea necesario para 
satisfacer las necesidades del tipo de aplicación o del campo de aplicación 
dados. El laboratorio debe registrar los resultados obtenidos, el 
procedimiento utilizado para la validación y una declaración sobre la aptitud 
del método para el uso previsto. 
 
Numeral 5.4.5.3 La gama y la exactitud de los valores que se obtienen 
empleando métodos validados (por ejemplo, la incertidumbre de los 
resultados, el límite de detección, la selectividad del método, la linealidad, el 
límite de Repetibilidad o de reproducibilidad, la robustez ante influencias 
externas o la sensibilidad cruzada frente a las interferencias provenientes de 
la matriz de la muestra o del objeto de ensayo) tal como fueron fijadas para el 
uso previsto, deben responder a las necesidades de los clientes. 
 
Numeral 5.4.6.2 Los laboratorios de ensayo deben tener y deben aplicar 
procedimientos para estimar la incertidumbre de la medición. En algunos 
casos la naturaleza del método de ensayo puede excluir un cálculo riguroso, 
metrológica y estadísticamente válido, de la incertidumbre de medición. En 
estos casos el laboratorio debe, por lo menos, tratar de identificar todos los 
                                                 
6
  INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Op. cit., p. 21-23. 
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componentes de la incertidumbre y hacer una estimación razonable, y debe 
asegurarse de que la forma de informar el resultado no dé una impresión 
equivocada de la incertidumbre. Una estimación razonable se debe basar en 
un conocimiento del desempeño del método y en el alcance de la medición y 
debe hacer uso, por ejemplo, de la experiencia adquirida y de los datos de 
validación anteriores. 
 
Numeral 5.4.6.3 Cuando se estima la incertidumbre de la medición, se deben 
tener en cuenta todos los componentes de la incertidumbre que sean de 
importancia en la situación dada, utilizando métodos apropiados de análisis. 
 
4.5 DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO) METODO 
COLORIMETRICO 
 
La Demanda Química de Oxígeno (DQO) se define como la cantidad de un 
oxidante específico que reacciona con una muestra bajo condiciones 
controladas. La cantidad de oxidante consumida se expresa en términos de 
su equivalencia en oxígeno: mgO2/L. El método colorimétrico se basa en la 
oxidación de la materia orgánica por medio de un oxidante fuerte como el 
dicromato, el cromo Cr+6 de color naranja presente en la solución de análisis 
se reduce a Cr+3 de color verde, la reducción del cromo depende 
directamente de su reacción con la materia orgánica total existente en la 
muestra, lo que permite cuantificar la materia orgánica presente en la 
muestra por medio del método colorimétrico que mide la Absorbancia del 
Cr+3 a 600nm. 
 
4.6 ESPECTROFOTOMETRÍA ULTRAVIOLETA –VISIBLE7 
 
La espectrofotometría ultravioleta-visible es una técnica de medición de 
concentración de masa de elementos y compuestos (especies) químicos 
(análisis cuantitativo), cuyo principio es la interacción entre la energía 
electromagnética con la materia. En forma más específica la 
espectrofotometría ultravioleta – visible se fundamenta en medir la radiación 
monocromática absorbida por un elemento ó molécula causante de 
desplazamientos electrónicos a capas superiores, estas transiciones 
determinan la región del espectro en la que tiene lugar la absorción. La figura 
1 muestra la interacción de la radiación con la materia. 
 
 
 
                                                 
7
 Guía Técnica Sobre Trazabilidad e Incertidumbre en las Mediciones Analíticas que emplea la técnica de  
Espectrofotometría de ultravioleta-visible México 2004-06-28, fecha de emisión 2004-07-12, fecha de entrada en 
vigor 2005-01-03. Revisión 00  
13 
 
 27 
Figura 1: Interacción de la radiación con la materia 
 
4.6.1 Ley de Beer-Lambert8 
  
La ley fundamental en la que se basan los métodos espectrofotométricos es 
la de Bouguer-Beer, Lambert, Beer y establece: 
 
4.6.1.1 La relación entre la intensidad de la luz transmitida o energía 
radiante I y la energía radiante incidente I0 es una función del 
espesor de la celda b a través del medio absorbente, de acuerdo a: 
 
 = abc donde: 
 
 = absorbancia 
b = espesor de la celda 
a = absortividad 
c = concentración 
 
4.6.1.2 La cantidad de energía electromagnética monocromática absorbida 
por un elemento es directamente proporcional a la concentración 
de la(s) especie(s) que absorbe(n) y a la longitud de la trayectoria 
de la muestra para un conjunto de condiciones instrumentales 
establecidas. Si  = Log (I0/I) donde:  = absorbancia entonces T = 
(I/ I0) donde: T = transmitancía, entonces:  
 
 = -Log T 
 
El intervalo de longitudes de onda consideradas para la técnica de 
espectrofotometría de ultravioleta-visible son: 
 
• De 190 a 326 nm longitud de onda de la radiación generada por lámpara 
de deuterio para la región de ultravioleta. 
 
• De 326 a 1100 nm longitud de onda de la radiación generada por lámpara 
de tungsteno para la región del visible  
                                                 
8
  El nombre completo es Ley de Bourguer - Beer - Lambert simplificada a Ley de Beer. 
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4.6.2 Equipos de medición utilizados. 
 
Los equipos comúnmente utilizados en las técnicas analíticas de 
espectrofotometría son los espectrofotómetros y los fotocolorímetros o 
fotómetros. 
Los espectrofotómetros son equipos que tienen en su sistema un 
monocromador que permite la selección de la longitud de onda con una alta 
resolución. Un fotocolorímetro a diferencia del espectrofotómetro utiliza sólo 
sistemas de filtros para seleccionar un intervalo de longitudes de onda con 
una menor resolución que el espectrofotómetro. 
 
Los componentes principales de un espectrofotómetro se muestran en la 
figura 2. 
 
Figura 2. Componentes del espectrofotómetro  
 
 
4.6.3 Introducción de la muestra 
 
Existen varias formas para introducir la muestra al espectrofotómetro 
ultravioleta-visible, entre las más usadas se encuentran: 
 
4.6.3.1 Manual: Para esta operación son utilizadas celdas de vidrio o de 
cuarzo (dependiendo de la longitud de onda que indica el método) donde se 
coloca la muestra y ésta a su vez se introduce en un compartimiento 
específico del espectrofotómetro. El espesor de las celdas utilizadas 
comúnmente es de 1 cm, sin embargo, es factible contar con espesores 
hasta de 10 cm de espesor, teniendo influencia directa en la cantidad de luz 
absorbida por la muestra. 
 
4.6.3.2 Flujo continuo: Los espectrofotómetros también cuentan con 
bombas peristáticas para la inyección de flujo continuo de muestras, sin 
embargo, éstas sólo son para facilitar la introducción de la muestra que 
finalmente llega a una celda de vidrio o cuarzo que podrá tener 
características similares a las mencionadas en el párrafo anterior. 
 
4.6.4 Análisis cuantitativo 
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Cuando la absorbancia de soluciones estándar de concentración conocida 
del elemento a determinar se grafica versus la concentración, se obtiene una 
curva de calibración. La curva así obtenida es generalmente lineal a bajas 
concentraciones y la concentración de la muestra puede ser determinada por 
interpolación de su absorbancia en la curva de calibración. Para emplear este 
método de análisis cuantitativo, la composición de las soluciones estándar 
deben ser preparadas lo más semejante posible a la composición de la 
muestra para compensar o eliminar interferencias. 
 
4.7 Curvas de calibración9 
 
Entre las características definidas para un método analítico está su 
linearidad10, definida como la habilidad de un método analítico para entregar 
resultados proporcionales a la concentración de un analito en un rango 
específico. Solo algunas veces, los procedimientos analíticos propuestos 
llegan a proponer los datos de una curva de calibración típica, pero en todos 
los casos la información es suficiente para definir las concentraciones de las 
soluciones a preparar para obtener la curva de calibración. 
 
Un primer objetivo en la implementación y validación de un método analítico 
es verificar el comportamiento del sistema en el laboratorio propio, para ello 
se construye una curva de calibración con un mínimo de cinco puntos, para 
un intervalo de confianza del 95%, un óptimo de siete puntos, para un 
intervalo de confianza del 95%, y un máximo de ocho puntos, para un 
intervalo de confianza del 99%. La validación y revalidación, por lo tanto de 
una curva de calibración tan estricta como la descrita, se lleva a cabo durante 
la implementación del método o cuando alguna condición analítica cambia, o 
dependiendo de los requerimientos y condiciones del método. 
 
4.8 DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO (DBO) METODO 
RESPIROMETRICO11 
 
El método respirométrico proporciona una medida directa del oxígeno 
consumido por los microorganismos a partir del aire ambiente o de un medio 
enriquecido con oxígeno en un recipiente herméticamente cerrado bajo 
condiciones de temperatura y agitación constantes. 
 
                                                 
9 CAMACHO, Andrés Mauricio, Aplicación de una metodología para estandarizar y validar los ensayos de As, Cr, Hg 
y Na por espectrometría de Absorción atómica en el laboratorio de química ambiental. UTP. 2008. 130p 
 
10
 Del inglés linearity que para efectos prácticos será equivalente a linealidad. 
 
11
 Standard Methods for Examination of Water and Wastewater. 21ST Edition. APHA AWWA WEF. 2005. Método 
5210D paginas 5-10 a 5-13. 
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La respirometría mide el consumo de oxígeno más o menos continuamente 
en el tiempo. Los métodos respirométricos son útiles para evaluar: 
biodegradación de sustancias químicas especificas, tratabilidad  de residuos 
orgánicos industriales, el efecto de cantidades conocidas de compuestos 
tóxicos en la reacción de consumo de oxígeno de una muestra de agua 
residual o de sustancias químicas orgánicas, la concentración medible a la 
cual un contaminante o un agua residual inhibe la degradación biológica, el 
efecto en las ratas de oxidación de varios tratamientos tales como 
desinfección, adición de nutrientes, y ajuste de pH; los requerimientos de 
oxígeno para completar la oxidación de materia oxidable biológicamente; la 
necesidad de usar cepas adaptadas en otras mediciones bioquímicas de 
consumo de oxígeno, tales como la prueba de dilución de la demanda 
bioquímica de oxígeno (DBO); y la estabilidad de los lodos. 
 
Los datos respirométricos típicamente se usan en una comparación directa 
entre el consumo de oxígeno de dos muestras de ensayo o entre una 
muestra y un control. Debido a las diferencias inherentes entre los usos, 
entre cultivos de cepas, entre aplicaciones de resultados, y entre 
instrumentos, no se puede definir un procedimiento sencillo para pruebas 
respirométricas que aplique para todos los casos. Sin embargo, se da una 
guía y recomendaciones para el ajuste de las pruebas y los procedimientos. 
Deben seguirse las recomendaciones del fabricante para detalles de 
operación de instrumentos comerciales específicos. 
 
4.8.1 Tipos de respirómetros: existen cuatro tipos principales de 
respirómetros comerciales que son: 
 
4.8.1.1 Respirómetros manométricos: son los que relacionan el consumo 
de oxígeno con cambios de presión causadas por el consumo de oxígeno 
mientras se mantiene un volumen constante.  
 
4.8.1.2 Respirómetros volumétricos: son los que miden el consumo de 
oxígeno en cambios incrementales del volumen de gas mientras se mantiene 
una presión constante en el tiempo de lectura.  
 
4.8.1.3 Respirómetros electrolíticos: son los que monitorean la cantidad de 
oxígeno producida por electrólisis del agua para mantener una presión de 
oxígeno constante dentro del recipiente de reacción.  
 
4.8.1.4 Los respirómetros de entrada: son los que entregan oxígeno a la 
muestra cada minuto a partir de una fuente de oxígeno puro con base en la 
demanda, cuando se detecta por diferencias en la presión. 
 
La mayoría de los respirómetros se han instrumentado para permitir la 
captura de datos y el procesamiento por computador. El contenido del 
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recipiente de reacción se mezcla con un dispositivo de agitación magnético o 
mecánico o por burbujeo de fase gaseosa a través de la fase líquida, dentro 
del recipiente de reacción. Todos los respirómetros remueven el dióxido de 
carbono producido durante el crecimiento biológico, por suspensión de un 
adsorbente concentrado (granular o en solución) dentro de la cámara cerrada 
de reacción o por recirculación de la fase gaseosa a través de un removedor 
externo. 
 
4.8.2 Limitaciones e interferencias: la evolución de gases diferentes del 
CO2 puede introducir errores en las mediciones de presión o volumen; esto 
no es común en presencia de oxígeno disuelto. La absorción incompleta de 
CO2 producirá errores si no se emplean cantidades y concentraciones 
adecuadas de absorbente alcalino. 
Las fluctuaciones de temperatura o una mezcla inadecuada también pueden 
introducir errores. Las fluctuaciones en la presión barométrica pueden causar 
errores en algunos respirómetros. Es necesario familiarizarse con las 
limitaciones del instrumento. 
 
4.8.3 Concentración mínima detectable: la mayoría de los respirómetros 
comerciales pueden detectar la demanda de oxígeno en incrementos tan 
pequeños como 0.1 mg  
 
4.8.4 Interrelación con la DBO por dilución: las variaciones en la 
composición de los residuos, la concentración del sustrato, la mezcla y  las 
concentraciones de oxígeno de una fuente de agua residual a otra, 
generalmente impiden el uso de una relación general entre el consumo de 
oxígeno en los respirómetros y la DBO5 por dilución a 20ºC. Existe la 
posibilidad de correlaciones razonablemente exactas para aguas residuales 
específicas. El período de incubación para las mediciones respirométricas no 
requiere los 5 días porque pueden hacerse correlaciones igualmente válidas 
entre los 5 días de dilución de DBO y el consumo respirométrico de oxígeno 
en cualquier momento después de dos días. El punto de dilución común y la 
DBO respirométrica parece ocurrir en aproximadamente dos a tres días de 
incubación para aguas residuales municipales. 
 
Las correlaciones son menos acertadas entre mediciones repirométricas y 
DBO5 por dilución en residuos industriales y sustancias químicas específicas. 
Las mediciones respirométricas también pueden proporcionar un indicio de la 
DBO última.  
 
4.8.5 Interrelación con otros métodos de ensayo y protocolos: Este 
método apoya la mayoría de protocolos y guías establecidas por la  
Organización Europea para la Cooperación y el Desarrollo Económico 
(OECD) que requieren mediciones del consumo de oxígeno. 
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4.8.6 Análisis cuantitativo: la forma de calcular la DBO es particular de 
cada tipo de respirómetro. Comúnmente los resultados de la DBO son dados 
directamente por los sensores respirométricos o procesados por computador. 
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5 METODOLOGÍA 
 
5.1 ESTANDARIZACIÓN 
 
En la realización del procedimiento de estandarización se empleo la 
información señalada en el Standard Methods, la información sobre los 
equipos a utilizar y la experiencia en el análisis de DBO y DQO con que 
cuenta el laboratorio. Las actividades desarrolladas se encuentran resumidas 
en las tablas 2 y 3. 
 
Tabla 2. Actividades propuestas para la estandarización de DQO  
Actividad ¿Cómo? 
Documentación  Leer y apropiar el material bibliográfico necesario. 
Establecimiento 
del rango de 
linealidad 
Correr patrones con el analito en cuestión, cuyas concentraciones 
cubran el rango de cuantificación sugerido por el Standard Methods, o 
un poco más. Ajustar por Mínimos Cuadrados la tendencia de la 
absorbancia (respuesta del equipo) en función de la concentración, 
escogiendo el rango de concentraciones que produzca el ajuste más 
apropiado. 
Establecimiento 
del rango de 
trabajo  
Construir curvas de calibración: se analizan todas las curvas de 
calibración construidas durante el proceso de estandarización, se 
promedian todas las pendientes halladas y finalmente se escoge la 
curva de calibración que tenga la pendiente más cercana al promedio 
y/o si son todas similares se escoge la curva que tenga un coeficiente 
de regresión lineal mas cercano a 1. 
Resultados de la 
estandarización 
Creación del procedimiento del ensayo, del equipo y la instrucción de 
trabajo del equipo. 
 
Tabla 3. Actividades propuestas para la estandarización de DBO  
Actividad ¿Cómo? 
Documentación Leer y apropiar el material bibliográfico necesario. 
Ajustar el 
método. 
Adaptación del método a las condiciones del laboratorio, con montaje 
preliminar de patrones y comparación de respuesta con el método 
Winkler. 
Resultados de 
la 
estandarización 
Creación del procedimiento del ensayo, del equipo y la instrucción de 
trabajo del equipo. 
 
5.2 VALIDACIÓN 
 
Debe tenerse en cuenta que se valida el método, en todo el intervalo de 
concentraciones o rango de trabajo, por consiguiente, después de terminada 
la etapa de estandarización, se definió dicho rango de trabajo, los estándares 
clave para evaluar los parámetros escogidos por el Laboratorio; Se ejecutó el 
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plan de validación mostrado en la figura 3. y las actividades propuestas en la 
tabla 4.  
 
Tabla 4. Actividades propuestas para la validación 
Actividad ¿Cómo? 
Determinación 
de los límites 
de detección y 
cuantificación 
Medir réplicas de un estándar de concentración teórica cercana al 
límite de cuantificación según el Standard Methods. Con el lote de 
datos se calcula: el promedio aritmético (Xm), la desviación estándar 
(s), el coeficiente de variación (% CV), el porcentaje de error (% E), los 
límites de detección y cuantificación que se calculan con la ayuda de 
la desviación estándar así: limite de detección del método (LDM = 3s) 
y limite de cuantificación (LC =  10s). 
Determinación 
de la 
exactitud, 
expresada 
como %E 
Medir réplicas de cada estándar a tres concentraciones teóricas 
diferentes: 
E. b: Estándar bajo, cercano al LC. 
E. m: Estándar medio, cerca del 50 % del rango de trabajo. 
E. a: Estándar alto, cerca del 80 % del rango de trabajo. 
Se calcula: Xm, s, % CV y % E. 
Determinación 
de la 
precisión, 
expresada  
como %CV 
Relacionada con la repetibilidad. 
Repetibilidad: Medir  réplicas del estándar medio dos días en la tarde 
durante el desarrollo del plan de validación (figura 3): E. m  
Se calcula: Xm, s, % CV (es como se expresa la precisión) y % E. 
Repetibilidad intermedia: Se mide el E.m tres  replicas dos veces el 
mismo día (en la mañana y en la tarde). Se comparan los % CV que 
se obtengan. 
Determinación 
de la 
sensibilidad 
del método 
Dada por la pendiente de la curva de calibración. 
Determinación 
del porcentaje 
de 
recuperación 
Se analiza una matriz real con muestra adicionada. Se toma la 
concentración de la muestra real y se resta de la concentración real 
más la adición, el resultado se divide entre la concentración de la 
adición, multiplicando luego por cien. 
Una buena recuperación está entre 100 % ± 10 %. 
Consolidación 
de la 
información 
obtenida de la 
validación 
Tratamiento estadístico de los datos obtenidos. Se comparan los 
resultados y cálculos obtenidos por ensayo, promediándolos y 
calculándoles su desviación estándar (s). 
Cálculo de la 
incertidumbre 
Con el porcentaje de confiabilidad requerido (95 %) se calcula usando 
la fórmula matemático-estadística más apropiada. 
 
5.3 CRITERIOS DE ACEPTACIÓN 
 
5.3.1 Exactitud: expresada como porcentaje de error (%E) menor o igual al 
10%. Para la determinación de la DQO. 
 
5.3.2 Precisión: expresada como porcentaje de coeficiente de variación 
(%CV) menor al 10 %. Para la determinación de la DQO. 
 
 35 
5.3.3 Exactitud: expresada como porcentaje de error (%E) menor o igual al 
15%. Para la determinación de la DBO. 
 
5.3.4 Precisión: expresada como porcentaje de coeficiente de variación 
(%CV) menor al 10 %. Para la determinación de la DBO. 
 
5.4 CONSIDERACIONES PARA ESTIMAR LA INCERTIDUMBRE DE 
MEDICIÓN 
 
Las consideraciones generales que se tienen en cuenta para estimar la 
incertidumbre de la medición son las siguientes: 
 
5.4.1 Temperatura de trabajo: 20 ºC (con ayuda del termóstato). 
 
5.4.2 Agua Tipo 1. 
 
5.4.3 Reactivos grado analítico y material de referencia certificado. 
 
5.4.4 Espectrofotómetro UV-VIS. 
 
5.4.5 Correcta operación del equipo. 
 
5.4.6 La longitud de onda es la misma para todos los análisis de DQO, por 
eso no será tenida en cuenta 
 
5.4.7 Material volumétrico clase A. 
 
5.4.8 Balanza analítica calibrada. 
 
5.4.9 Procedimiento y formulas usadas en la cuantificación 
 
 
5.5 EQUIPOS, REACTIVOS Y VIDRIERÍA 
 
5.5.1 Equipos 
 
• Termoreactor para DQO 
 
• Espectrofotómetro UV-Visible 
 
• Equipo oxitop con todos sus accesorios 
• Incubadora  20 ºC 
 
 
 36 
5.5.2 Reactivos 
 
Reactivos grado analítico o superior. 
 
• Dicromato de potasio 
 
• Acido sulfúrico 
 
• Sulfato de mercurio 
 
• Sulfato de plata 
 
• Fosfato diácido de potasio 
 
• Fosfato dibásico  de potasio 
 
• Fosfato dibásico de sodio 
 
• Cloruro de amonio 
 
• Sulfato de magnesio 
 
• Cloruro de calcio 
 
• Cloruro férrico 
 
• Hidróxido de sodio (lentejas) 
 
• Ftalato acido de potasio 
 
• Acido glutámico 
 
• D-glucosa 
 
• Agua tipo 1 
 
5.5.3 Vidriería 
 
Material volumétrico clase A. 
 
• Tubos de digestión 16 X 100mm 
 
• Matraces aforados de 25, 50, 100, 200 250, 500 y 1000 ml 
 
• Pipetas volumétricas de 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 50 y 75ml 
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Figura 3.  Plan de validación 
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6 RESULTADOS 
 
6.1 DEMANDA QUÍMICA DE OXÍGENO DQO. MÉTODO MICRO. REFLUJO 
CERRADO. 5220D.   
 
6.1.1 Alcance 
 
El método debe servir para la determinación de la demanda Química de 
Oxigeno (DQO) en aguas naturales (superficiales y subterráneas) y en aguas 
residuales domésticas e industriales,  en el rango comprendido entre el límite 
de cuantificación del rango 1 y 1600mg O2 /L  sin efectuar diluciones. Para 
concentraciones más altas se deberán efectuar diluciones preferiblemente 
menores o iguales a 10 veces.   
 
Rango Concentración 
1 LC - 300mg O2 /L 
2 300 - 1600mg O2 /L 
 
6.1.2 Principio 
 
El dicromato actúa como un agente oxidante fuerte haciendo que se oxide la 
materia orgánica presente en la muestra o en el estándar a analizar, esto 
hace que el Cr se reduzca de Cr+6 a Cr+3, por lo tanto la cantidad de Cr+3 
depende de la cantidad de materia orgánica presente en la solución de 
análisis. A esta solución final se le mide la absorbancia que al ser interpolada 
en una curva de calibración obtenida con estándares de concentración 
conocida podemos determinar la concentración de la muestra de interés. 
 
6.1.3 Preparación de Soluciones de Trabajo 
 
6.1.3.1 Dicromato  de Potasio 0,2084 N: solución Digestora: pesar 10,216g 
de K2Cr2O7 previamente secado a 110ºC por 2 horas  y diluirlos en 300 mL de 
agua, adicionar 50ml de H2SO4. Aparte pesar 33,3 g de HgSO4, disolverlos 
en 200 mL de agua y agregar  H2SO4 en pequeñas porciones hasta que se 
disuelva todo el HgSO4. Mezclar las dos soluciones y adicionar H2SO4 hasta 
completar 170ml de H2SO4. Conservar este orden de adición. Una vez se 
haya aclimatado la solución, diluir a 1 L. 
 
6.1.3.2 Solución Catalizadora: pesar 5.06g de Ag2SO4 y diluir en 500 mL de  
Ácido Sulfúrico concentrado. La solución debe prepararse con un día de  
anticipación para solubilizar todo el Ag2SO4. 
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6.1.3.3 Patrón de Ftalato Ácido de Potasio  FHK: se trituran ligeramente de 
2 a 3 g de KHC8O4H4 y se secan a 120 °C por dos horas. Se pesa y disuelve 
en agua tipo 1, la cantidad necesaria de FHK para preparar el patrón de la 
concentración deseada; teniendo en cuenta que el FHK tiene una DQO 
teórica de 1,176mgO2/mg. 
 
Es recomendable preparar semanalmente esta  solución y mantenerla bajo 
refrigeración; se debe verificar que no haya crecimiento biológico visible. 
 
6.1.4 Experimentos de Estandarización 
 
6.1.4.1 Establecimiento del rango de linealidad 
 
El Standard Methods establece que para la medición de la Demanda 
Química de Oxígeno DQO, método micro reflujo cerrado, 5220D el rango 
óptimo de trabajo es entre 100 y 900mgO2/L. Con el fin de confirmar esta 
información se prepararon varios patrones para cubrir el rango citado en la 
literatura, luego se hicieron ensayos ampliando los rangos para mejorar el 
alcance del método de acuerdo a las necesidades del laboratorio. 
 
Figura 4. Primera curva de calibración construida en la estandarización 
del ensayo de DQO. 
 
 
Como se observa en esta figura, encontramos un rango lineal sólo hasta 
1600mgO2/L, a mayor concentración la curva presenta un cambio en la 
pendiente, así mismo con la finalidad de cuantificar concentraciones más 
pequeñas se dividió el rango lineal en dos rangos de trabajo, así: 
[mgO2/L] ABS
50 0,01420
100 0,02840
200 0,05410
250 0,06423
300 0,07965
400 0,11130
500 0,13980
600 0,15813
800 0,21288
1000 0,26060
1200 0,31205
1400 0,36125
1500 0,38280
1600 0,41240
1800 0,42755
2000 0,42885
Curva de calibracion DQO
y = 0,0002x + 0,015
R2 = 0,9853
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0,20000
0,30000
0,40000
0,50000
0,60000
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a
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Rango 1: con concentraciones hasta 300 mgO2/L. En este rango se utilizan 
5ml de muestra. Ver figura 5 
 
Rango 2: con concentraciones desde 300 mgO2/L hasta 1600 mgO2/L. En 
este rango  se utilizan 2ml de muestra. Ver figura 6 
 
6.1.4.2 Establecimiento del rango de trabajo 
 
Se prepararon soluciones estándar de concentración teórica conocida 
usando Ftalato Acido de Potasio FHK (material de referencia certificado), se 
construyeron varias curvas de calibración y finalmente se encontraron las 
curvas de calibración figuras 5 y 6 
 
Figura 5. Curva de calibración para el rango 1.  
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Figura 6. Curva de calibración para el rango 2. 
[mgO2/L] ABS
300 0,0772
400 0,1039
500 0,1248
600 0,1552
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En conclusión se logró estandarizar para el laboratorio el procedimiento para 
la determinación de la Demanda Química de Oxigeno. Se construyeron el 
procedimiento del ensayo, del equipo y la instrucción de trabajo del equipo. 
 
6.1.5 Experimentos de Validación 
 
Lugar: Laboratorio de Química Ambiental (LQA) 
Equipo: Espectrofotómetro ultravioleta-visible. SHIMADZU UV-1700  
Analista: Carlos Albeiro León Gil  
Fecha: Desde 25/05/2008 hasta 25/07/2008 
 
6.1.5.1 Límites de detección y cuantificación 
 
Para el rango de trabajo 1 se usó un patrón de 20mgO2/L y para el rango de 
trabajo 2 un patrón de 250 mgO2/L, se realizaron siete ensayos con cada uno 
y  se establecieron los limites de detección y cuantificación los resultados se 
pueden observar en las tablas 5 y 6. 
 
Para calcular los límites de detección y cuantificación se utilizó la desviación 
estándar “s” hallada en cada ensayo realizado, para analizar estos límites se 
utilizó prueba F que es realizada por medio del programa ProControl® el cual 
hace una comparación entre los ensayos por medio de las varianzas y 
determina si las distribuciones son homogéneas, así se pudieron identificar 
diferencias significativas entre ensayos. 
 
Tabla 5. Limite de detección y cuantificación del rango 1. En la 
validación del ensayo de DQO.  
 
Estándar bajo rango 1  
Concentración teórica 20mgO2/L 
Ensayo1  Ensayo 2  Ensayo 3 Ensayo 4  Ensayo 5  Ensayo 6 Ensayo 7 
1 21,51 16,86 21,44 21,28 20,20 21,26 20 
2 19,31 18,63 19,39 19,91 27,58 20,34 20,32 
3 18,86 18,1 19,39 19,99 17,38 20,49 21,9 
Xm 19,89 17,86 20,07 20,39 21,72 20,70 20,74 
s 1,42 0,91 1,18 0,77 5,27 0,49 1,02 
%CV 7,13 5,09 5,90 3,77 24,25 2,38 4,90 
%E -0,53 -10,68 0,37 1,97 8,60 3,48 3,70 
LD 4,25 2,73 3,55 2,31 15,80 1,48 3,05 
LC 14,18 9,08 11,84 7,69 52,67 4,94 10,17 
 
Al efectuar la prueba F (ver anexo A), se pudo establecer que los ensayos 1, 
2, 3, 4, 6 y 7 son homogéneos entre sí, esto indica que no hay diferencias 
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significativas en las distribuciones de cada uno de ellos, lo que permite 
establecer que los valores de LD y LC se puedan promediar. Por otro lado, el 
ensayo 5 no es homogéneo con ellos y por esta razón se puede descartar ya 
que su distribución presenta diferencias significativas con la de los demás 
ensayos. 
 
En conclusión: 
 
El límite de detección (LD) promedio para el rango 1 es 2,90mgO2/L. 
 
El límite de cuantificación (LC) promedio para el rango 1 es 9,65mgO2/L 
 
Tabla 6. Limite de detección y cuantificación del rango 2. En la 
validación del ensayo de DQO. 
 
Estándar bajo rango 2 
Concentración teórica 250mgO2/L 
Ensayo1 Ensayo2  Ensayo3 Ensayo4  Ensayo5  Ensayo6 Ensayo7 
1 252,34 236,44 262,32 273,22 237,29 254,65 248,81 
2 235,72 258,6 259,48 252,33 243,61 252,6 244,83 
3 246,56 276,11 262,68 261,03 259,78 253,2 250,51 
Xm 244,87 257,05 261,49 262,19 246,89 253,48 248,05 
s 8,44 19,88 1,75 10,49 11,60 1,05 2,92 
%CV 3,45 7,73 0,67 4,00 4,70 0,42 1,18 
%E -2,05 2,82 4,60 4,88 -1,24 1,39 -0,78 
LD 25,31 59,64 5,26 31,48 34,80 3,16 8,75 
LC 84,37 198,80 17,53 104,93 115,99 10,54 29,15 
 
Al efectuar la prueba F (ver anexo B), se pudo establecer que los ensayos 1, 
2, 4, 5 y 7 son homogéneos entre sí, lo que significa que no hay diferencias 
significativas en las distribuciones de cada uno de ellos, lo que permite 
establecer que los valores de LD y LC se puedan promediar. Por otro lado los 
ensayos 3 y 6  no son homogéneos con los demás ensayos  y por esta razón 
se podrían descartar, sin embargo al revisar los datos podemos establecer 
que no hay diferencias significativas ya que son similares los promedios, los 
%CV y %E, por lo tanto los valores de LD y LC de todos los ensayos fueron 
promediados. 
 
En conclusión: 
 
El límite de detección (LD) promedio para el rango 2 es 24,06mgO2/L. 
 
El límite de cuantificación (LC) promedio para el rango 2 es 80,19mgO2/L 
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6.1.5.2 Exactitud (expresada como %E) 
 
Para analizar la exactitud se utilizó la prueba T que es realizada por medio 
del programa ProControl®, el cual hace una comparación entre las medias. 
La prueba T permite identificar si existen diferencias significativas o no entre 
las medias de ensayos, por medio de esta se puede determinar si existen 
ensayos desiguales. Además se tuvo en cuenta el criterio citado en el 
numeral 5.3.1 que acepta valores menores o iguales a 10%. 
  
Tabla 7. Datos obtenidos para el E.m del rango 1 en la validación del 
ensayo de DQO. 
 
Estándar medio rango 1 
Concentración teórica 150mgO2/L 
Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5 Ensayo6 Ensayo7 
1 147,48 151,10 147,66 171,03 155,07 149,15 149,03 
2 148,39 161,87 149,56 148,56 152,64 146,48 149,03 
3 147,02 151,17 148,11 148,18 150,52 148,01 148,72 
Xm 147,63 154,71 148,44 155,92 152,74 147,88 148,93 
s 0,70 6,20 0,99 13,08 2,28 1,34 0,18 
%CV 0,47 4,01 0,67 8,39 1,49 0,91 0,12 
%E -1,58 3,14 -1,04 3,95 1,83 -1,41 -0,72 
 
En el anexo C la prueba T demostró que todos los ensayos realizados al 
estándar medio del rango 1 son estadísticamente iguales y no hay 
diferencias significativas en un 95 % de confianza, por lo tanto, el %E 
máximo es 3,95 % para el estándar medio del rango 1.  
 
Tabla 8. Datos obtenidos para el E.m. del rango 2. En la validación del 
ensayo de DQO. 
 
Estándar medio rango 2 
Concentración teórica 650mgO2/L 
Ensayo1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 Ensayo 5 Ensayo 6 Ensayo 7 
1 640,62 616,80 665,92 649,72 636,40 653,94 656,09 
2 645,10 625,55 660,24 685,21 651,11 658,29 651,74 
3 653,46 608,38 651,13 692,73 632,51 647,53 650,29 
Xm 646,39 616,91 659,10 675,89 640,01 653,25 652,71 
s 6,52 8,59 7,46 22,97 9,81 5,41 3,02 
%CV 1,01 1,39 1,13 3,40 1,53 0,83 0,46 
%E -0,55 -5,09 1,40 3,98 -1,54 0,50 0,42 
 
En el rango 2 la prueba T (ver anexo D) demostró que el ensayo 2 presenta 
diferencias significativas con los demás ensayos, por lo tanto podría no ser 
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tomado en cuenta. Sin embargo cumple con el criterio de aceptación, así él 
%E máximo es 5,09% para el estándar medio del rango 2. 
 
Tabla 9. Datos obtenidos para el E.a. del rango 1. En la validación del 
ensayo de DQO. 
 
Estándar alto rango 1 
Concentración teórica 250mgO2/L 
Ensayo1  Ensayo2  Ensayo3 Ensayo4  Ensayo5  Ensayo6 Ensayo7 
1 247,35 250,87 245,09 248,57 255,59 245,81 249,85 
2 247,05 273,41 246,69 249,17 254,02 244,82 250,09 
3 248,04 256,10 246,23 250,32 252,14 244,67 250,48 
Xm 247,48 260,13 246,00 249,35 253,92 245,10 250,14 
s 0,51 11,80 0,82 0,89 1,73 0,62 0,32 
%CV 0,21 4,54 0,33 0,36 0,68 0,25 0,13 
%E -1,01 4,05 -1,60 -0,26 1,57 -1,96 0,06 
 
Para el E.a. del rango 1, la prueba T (ver anexo E) demostró que no hay 
diferencias significativas entre los ensayos, por lo tanto el %E máximo es 
4,05% para el estándar alto del rango 1.  
 
Tabla 10. Datos obtenidos para el E. a del rango 2. En la validación del 
ensayo de DQO. 
 
Estándar alto rango 2 
Concentración teórica 1000mgO2/L 
Ensayo1  Ensayo2  Ensayo3 Ensayo4  Ensayo5  Ensayo 6 Ensayo 7 
1 994,49 884,05 994,26 1035,90 994,67 997,61 992,93 
2 993,31 925,20 1010,20 1029,10 994,54 1008,50 996,80 
3 990,48 911,67 995,56 1035,60 1000,70 1006,40 990,52 
Xm 992,76 906,97 1000,01 1033,53 996,64 1004,17 993,42 
s 2,06 20,97 8,85 3,84 3,52 5,78 3,17 
%CV 0,21 2,31 0,89 0,37 0,35 0,58 0,32 
%E -0,72 -9,30 0,00 3,35 -0,34 0,42 -0,66 
 
Para el E.a del rango 2, la prueba T (ver anexo F) demostró diferencias entre 
los ensayos 2, 4 y los de demás ensayos, sin embargo cumplen el %E 
máximo permitido por los criterios de aceptación, además las diferencias no 
son tan marcadas por lo tanto el  %E máximo es 9,30% para el estándar alto 
del rango 2 . 
 
NOTA 1: La prueba T (anexo A) realizada al E.b. del rango 1 demostró que el 
ensayo 2 difiere significativamente de los ensayos 4, 6 y 7, además el %E de 
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este está por fuera del criterio de aceptación que es hasta 10% por lo tanto el 
%E máximo es 8,60% para el estándar bajo del rango 1 (ver tabla 5).  
 
NOTA 2: Para el E.b. del rango 2 la prueba t (anexo B) demostró que no hay 
diferencias significativas entre los ensayos, por lo tanto el %E máximo para el 
estándar bajo del rango 2 es 4,88% (ver tabla 6).  
 
NOTA 3: Los errores poseen signo que indica si el promedio está sobre 
(signo positivo) o por debajo (signo negativo) del valor convencional, por lo 
tanto será mayor él % de error que más se aleje del 0% por debajo o por 
encima. 
 
Finalmente se halló un %E máximo de 8,60% para el rango 1 y 9,30% para el 
rango 2. 
 
6.1.5.3 Precisión (expresada como %CV)  
 
Para analizar la Precisión se utilizó la prueba F que es realizada por medio 
del programa ProControl® el cual realiza una comparación entre las 
varianzas. La prueba F permite identificar si existen diferencias significativas 
o no entre ensayos. Además se tuvo en cuenta el criterio citado en el 
numeral 5.3.2 que acepta valores menores a 10% 
 
• 6.1.5.3.1 Precisión (Repetibilidad)  
 
Tabla 11. Ensayo de repetibilidad rango 1. 
 
Estándar medio rango 1 
(REPETIBILIDAD)  
Concentración teórica 
150mgO2/L 
Ensayo1  Ensayo2  
1 145,26 149,27 
2 143,97 148,72 
3 145,26 148,72 
Xm 144,83 148,90 
s 0,74 0,32 
%CV 0,51 0,21 
%E -3,45 -0,73 
 
Los datos hallados en el ensayo de repetibilidad del rango 1 muestran un 
%CV máximo de 0,51% 
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Tabla 12. Ensayo de repetibilidad en el rango 2. 
 
Estándar medio rango 2 
(REPETIBILIDAD) 
Concentración teórica 
650mgO2/L 
Ensayo1 Ensayo2 
1 664,71 654,16 
2 644,97 659,72 
3 641,95 658,99 
Xm 650,54 657,62 
s 12,36 3,02 
%CV 1,90 0,46 
%E 0,08 1,17 
 
Los datos hallados en el ensayo de repetibilidad del rango 2 muestran  un 
%CV máximo de 1,90%   
 
• Precisión (patrones) 
 
Retomando el análisis hecho al estándar bajo del rango 1 para determinar el 
límite de cuantificación (ver tabla 5) y descartando el ensayo 5 por tener un 
%CV superior al aceptado en el criterio de aceptación que es hasta 10% los 
datos muestran un %CV máximo de 7,13% 
 
Retomando el análisis hecho al estándar bajo del rango 2 para determinar el 
límite de cuantificación (ver tabla 6) los datos muestran un %CV máximo de 
7,73% 
 
Para el estándar medio del rango 1 (ver tabla 7) se obtuvo un %CV máximo 
de 8,39% 
 
Para el estándar medio del rango 2 (ver tabla 8) se obtuvo un %CV máximo 
de 3,40% 
 
Para el estándar alto del rango 1 (ver tabla 9) se obtuvo un %CV máximo de 
4,54% 
 
Para el estándar alto del rango 2 (ver tabla 10) se obtuvo un %CV máximo de 
2,31% 
 
• Precisión (muestras) 
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Tabla 13. Datos obtenidos para una muestra residual doméstica en la 
validación del ensayo de DQO (rango 1). 
Replica 
Muestra residual domestica rango 1 
Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5 Ensayo6 Ensayo7 Ensayo8 Ensayo9 Ensayo10 Ensayo11 
1 80,28 64,86 86,53 73,61 61,06 56,45 55,51 54,77 48,77 60,96 49,91 
2 67,39 72,87 63,9 67,44 65,21 57,21 54,56 56,6 60,42 59,35 55,26 
3 66,03 71,63 60,4 66,68 61,13 59,04 69,78 56,29 54,24 58,59 51,17 
Xm 71,23 69,79 70,28 69,24 62,47 57,57 59,95 55,89 54,48 59,63 52,11 
s 7,86 4,31 14,18 3,80 2,38 1,33 8,53 0,98 5,83 1,21 2,80 
%CV 11,04 6,18 20,18 5,49 3,80 2,31 14,22 1,75 10,70 2,03 5,37 
 
Al efectuar la prueba F (ver anexo G), se pudo establecer que todos los 
ensayos son homogéneos entre sí, lo cual  significa que no hay diferencias 
significativas en las distribuciones de cada uno de ellos, eso permite 
comparar los valores de %CV. Por otro lado los ensayos 1, 3, 7 y 9 no 
cumplen el criterio de aceptación igual o menor a 10% por lo que se pueden 
descartar. Así el %CV máximo es de 6,18% para la muestra analizada en el 
rango 1 
 
Tabla 14. Datos obtenidos para la muestra residual industrial en la 
validación del ensayo de DQO (rango 2). 
Replica 
Muestra residual industrial rango 2 
Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5 Ensayo6 Ensayo7 Ensayo8 Ensayo9 Ensayo10 Ensayo11 
1 271,2 267,0 307,3 280,1 298,0 295,8 286,8 284,6 287,4 270,0 283,3 
2 275,1 254,5 321,3 275,1 320,2 290,8 284,5 274,5 283,4 266,8 268,1 
3 260,2 243,3 321,7 280,7 318,4 294,2 289,5 289,1 287,4 279,0 277,7 
Xm 268,83 254,93 316,75 278,62 312,1 293,58 286,91 282,72 286,03 271,91 276,39 
s 7,70 11,88 8,20 3,04 12,35 2,53 2,54 7,50 2,30 6,31 7,70 
%CV 2,86 4,66 2,59 1,09 3,96 0,86 0,88 2,65 0,81 2,32 2,78 
 
Al efectuar la prueba F (ver anexo H), se pudo establecer que todos los 
ensayos son homogéneos entre sí, lo que significa que no hay diferencias 
significativas en las distribuciones de cada uno de ellos, entonces esto 
permite establecer que los valores de %CV sean comparados. Por lo tanto el 
%CV máximo es de 4,66% para la muestra analizada en el rango 2. 
 
Finalmente se halló un %CV máximo de 8,39% para el rango 1 y 7,73% para 
el rango 2. 
 
6.1.5.4 Repetibilidad y reproducibilidad (R & R) 
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Analista: Andrés Mauricio Camacho Orrego 
 
Tabla 15. Datos obtenidos para la R & R en la validación del ensayo de 
DQO rango 1. 
 
Estándar medio rango 1 
 R y R 
Concentración teórica 
150mgO2/L 
Ensayo1  Ensayo2  
1 157,51 152,42 
2 149,10 204,98 
3 149,25 149,43 
Xm 151,95 168,94 
s 4,81 31,24 
%CV 3,17 18,49 
%E 1,30 12,63 
 
Tabla 16. Datos obtenidos para la R & R en la validación del ensayo de 
DQO rango 2. 
 
Estándar medio rango 2  
R y R 
Concentración teórica 
650mgO2/L 
Ensayo1  Ensayo2  
1 670,01 646,39 
2 644,23 646,87 
3 641,97 643,03 
Xm 652,07 645,43 
s 15,58 2,09 
%CV 2,39 0,32 
%E 0,32 -0,70 
 
Tabla 17. Datos obtenidos para la R & R en la validación del ensayo de 
DQO rango 1. 
 
Muestra  
R y R 
Ensayo1  Ensayo2  
1 60,96 49,91 
2 59,35 55,26 
3 58,59 51,17 
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Muestra  
R y R 
Ensayo1  Ensayo2  
Xm 59,63 52,11 
s 1,21 2,80 
%CV 2,03 5,37 
 
Tabla 18. Datos obtenidos para la R & R en la validación del ensayo de 
DQO rango 2. 
 
Muestra  
R y R 
Ensayo1  Ensayo2  
1 270,00 283,33 
2 266,78 268,11 
3 278,95 277,72 
Xm 271,91 276,39 
s 6,31 7,70 
%CV 2,32 2,78 
 
Nota: Al realizar las pruebas T y F se logró observar que los datos hallados 
en los ensayos de R & R no presentan diferencias significativas con los 
demás ensayos por lo tanto son datos reproducibles y comparables (Ver 
anexos C, D, G y H ensayos 8-11), descartando el ensayo 11 del anexo C, 
debido a que no cumple con los criterios de aceptación. 
  
6.1.5.5 Sensibilidad de calibración del método 
 
Cuando se construye una curva de calibración se obtiene una ecuación 
algebraica de tipo lineal, así: 
 
y = mx + b 
 
Donde: y = Absorbancia 
            m = Sensibilidad de calibración del método 
            x   = Concentración 
            b   = Intercepto, ò error sistemático 
 
En las tablas 19 y 20 se registran cada una de las sensibilidades de 
calibración de todas las curvas construidas durante la etapa de validación, el 
intercepto b y el ajuste o coeficiente de determinación R. 
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Tabla 19. Datos de cada curva de calibración construida en la validación 
del ensayo de DQO rango 1. 
Sensibilidad de 
calibración del método Intercepto b R2 
0,0004 -0,0002 1,0000 
0,0004 0,0020 1,0000 
0,0004 0,0008 0,9999 
0,0004 0,0015 0,9998 
0,0004 0,0008 0,9999 
0,0004 0,0017 0,9998 
0,0004 -0,0018 0,9995 
0,0004 0,0005 0,9995 
0,0004 0,0001 0,9999 
Promedio 0,0004 0,0006 0,9998 
Valor mínimo 0,0004 -0,0018 0,9995 
Valor máximo 0,0004 0,0020 1,0000 
 
 
Tabla 20. Datos de cada curva de calibración construida en la validación 
del ensayo de DQO rango 2. 
Sensibilidad de 
calibración del método Intercepto b R2 
0,0003 0,0012 0,9995 
0,0003 0,0079 1,0000 
0,0003 0,0020 0,9995 
0,0003 0,0008 0,9999 
0,0003 0,0031 0,9999 
0,0003 0,0107 0,9998 
0,0003 -0,0004 0,9999 
0,0003 0,0020 0,9998 
0,0003 0,0040 0,9994 
Promedio 0,0003 0,0035 0,9997 
Valor mínimo 0,0003 -0,0004 0,9994 
Valor máximo 0,0003 0,0107 1,0000 
 
La sensibilidad observada durante todo el procedimiento de validación fue 
constante para cada rango de trabajo, así finalmente se encontró una 
sensibilidad de 0,0004 para el rango 1 y 0,0003 para el rango 2  
 
6.1.5.6 Recuperación 
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Recordemos que una buena recuperación está entre 100% ± 10% 
 
En el análisis de % de recuperación se utilizó una muestra residual 
doméstica para el rango 1 y una muestra residual industrial para el rango 2 
las cuales fueron enriquecidas con una cantidad apropiada de estándar de 
concentración conocida así:  
 
• Para el rango 1 se tomaron dos matraces de 50ml y se les adicionó 
muestra hasta las tres cuartas partes luego se les adicionó 3ml de 
estándar de concentración conocida de 900 y 1600mgO2/L 
respectivamente, finalmente se aforaron con la muestra a 50ml. 
 
• Para el rango 2 se tomaron dos matraces de 50ml y se les adicionó 
muestra hasta las tres cuartas partes luego se les adicionó 3ml de 
estándar de concentración conocida de 1600 y 5000mgO2/L 
respectivamente, finalmente se aforaron con la muestra a 50ml 
 
• En todos los ensayos realizados se introdujeron estas muestras con 
sus respectivas adiciones. Las tablas 21 y 22 muestran los % de 
recuperación obtenidos y los datos hallados. 
 
Tabla 21. Datos de % de recuperación hallados para el rango 1 en el 
ensayo de validación de DQO. 
Objeto 
Ensayo de % Recuperación rango 1  
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L]  [mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
Muestra  71,23 68,79 70,28 69,24 62,47 57,57 59,95 55,89 54,48 
Muestra + Ab 119,62 115,17 118,98 119,26 109,12 109,72 107,5 106,97 107,05 
Muestra + Aa 157,61 165,79 156,77 156,83 154,13 147,17 146,87 142,42 145,34 
% de 
recuperación 
Muestra + Ab 97,53% 91,79% 97,99% 100,32% 93,33% 102,97% 94,72% 100,80 103,41% 
% de 
recuperación 
Muestra + Aa 94,34% 104,36% 94,49% 95,57% 99,38% 96,93% 94,29% 93,63% 98,05% 
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Tabla 22. Datos de % de recuperación hallados para el rango 2 en el 
ensayo de validación de DQO. 
Objeto 
Ensayo de % Recuperación rango 2 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
 
[mgO2/L] 
Muestra  268,83 254,93 316,75 278,62 312,17 293,58 286,91 282,72 286,03 
Muestra + Ab 336,12 348,82 393,62 342,72 376,28 377,31 363,83 366,4 359,77 
Muestra + Aa 549,45 564,7 595,32 592,63 578,37 582,13 597,13 575,57 557,18 
% de 
recuperación 
Muestra + Ab 86,90% 113,73% 99,87% 84,18% 86,29% 105,57% 98,06% 104,84 94,69% 
% de 
recuperación 
Muestra + Aa 98,92% 108,36% 99,19% 110,24% 99,73% 102,05% 109,14% 103,27% 96,10% 
 
En conclusión se obtuvo una recuperación entre 91% y 105% para el rango 1 
y entre 84,18% y 113,73% para el rango 2. 
 
6.1.6 Estimación de la Incertidumbre de Medición 
 
6.1.6.1 Mesurando 
 
Se mide la absorbancia del Cr+3 formado después de la digestión. 
 
6.1.6.2 Modelo matemático 
 





 −
=
m
by
x
 
 
Donde: x = Concentración (mgO2/L) 
             
y
= Absorbancia 
             
m = Sensibilidad del método 
             
b = Intercepto 
 
6.1.6.3 Principio de medición 
 
El dicromato actúa como un agente oxidante fuerte haciendo que se oxide la 
materia orgánica presente en la muestra o en el estándar a analizar, esto 
hace que el Cr se reduzca de Cr+6 a Cr+3, así la cantidad de Cr+3 depende de 
la cantidad de materia orgánica presente en la solución de análisis. A esta 
solución final se le mide la absorbancia que al ser interpolada en la curva de 
calibración obtenida con estándares de concentración conocida podemos 
determinar la concentración de la muestra de interés. 
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6.1.6.4 Identificación de fuentes de incertidumbre 
 
Las fuentes de incertidumbre están resumidas en la tabla 23. 
 
Tabla 23. Fuentes de incertidumbre para el análisis de DQO. 
Procedimiento realizado 
Factor Crítico en la 
Cuantificación 
Aplica 
Incertidumbre 
No Aplica 
Incertidumbre 
Preparación patrones para curva de  
calibración x 4 
X  
Medición de patrones y muestra  x 5 X  
Preparación de la digestora X  
Medición de la digestora (2 mL) x 5 X  
Preparación de la catalizadora  X 
Medición de la catalizadora (3 mL) X5 X  
Digestión micro reflujo cerrado x 2 horas  
a 150 °C 
 X 
Trasvasar del tubo a la celda de cuarzo  X 
Construcción de la curva de calibración X  
Por la fotometría del equipo  X  
Preparación de BK de curva  X 
Preparación de BK de muestra  X 
 
6.1.6.5 Diagrama causa-efecto 
 
Se deben tener en cuenta las consideraciones hechas para la estimación de 
la incertidumbre del numeral 5.4 
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Figura 7. Diagrama de causa-efecto para determinar la incertidumbre en 
la medición de DQO (Rango 1). 
 
 
Figura 8. Diagrama de causa-efecto para determinar la incertidumbre en 
la medición de DQO (Rango 2). 
 
 
6.1.6.6 Cálculos 
 
Se aplica la siguiente formula general para calcular la incertidumbre: 
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Donde: 
 
)( xU Incertidumbre  
 
3
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i
x
xToleranciaU
i
= 

x magnitud de la medida 
 
Nota 1: para estimar la incertidumbre aportada por la utilización de pipetas y 
balones se usan sus tolerancias las cuales se encuentran en el anexo U. 
 
Nota 2: se omiten unidades en todos los cálculos.  
 
Nota 3: se agrupan todas las repetibilidades y se calcula la incertidumbre 
total aportada, por eso no se toman en cuenta en los cálculos de 
incertidumbre individuales. 
 
•  Incertidumbre aportada por la preparación de patrones. 
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1,52 * 10-3 = Incertidumbre aportada por la preparación del patrón de 
300mgO2/L 
 
 
Incertidumbre aportada 
por el aforo  
Incertidumbre aportada 
la pesada del material  
Incertidumbre aportada él 
% de pureza del material  
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9,35 * 10-4 = Incertidumbre aportada por la preparación de la solución madre 
de 250mgO2/L en la preparación de patrones por dilución rango 1 
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2,74 * 10-3 = Incertidumbre estándar combinada en la preparación de los 
patrones del rango 1. 
 
 
Rango 2  
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1,51 * 10-3 = Incertidumbre total aportada por la preparación de patrones 
para el rango 2 
 
• Incertidumbre aportada por la medición de patrones. 
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U mlp Incertidumbre aportada por la medición de 
patrones para el rango 1  
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• Incertidumbre aportada por la preparación de la solución digestora. 
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Incertidumbre aportada por la preparación de la solución digestora para el 
rango 1 y el rango 2  
 
• Incertidumbre aportada por la medición de la solución digestora. 
 
 10 * 6,455*
32
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 Incertidumbre aportada por la medición de 
la solución digestora para el rango 1 y para el rango 2  
 
• Incertidumbre aportada por la medición de la solución 
catalizadora. 
 
 
3
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3
−
=

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
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
=
mlP
U mlp Incertidumbre aportada por la medición de 
la solución catalizadora para el rango 1 y para el rango 2 
 
• Incertidumbre aportada por la curva de calibración. 
 
Para este paso es necesario tener una curva de calibración típica. 
 
Tabla 24. Datos para construir una curva de calibración típica  para 
análisis de DQO (rango 1). 
 
Estándar [mgO2/L]  Absorbancia  
10 0,004 
100 0,038 
200 0,080 
300 0,115 
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Tabla 25. Datos para construir una curva de calibración típica para 
análisis de DQO (rango 2). 
Estándar [mgO2/L]  Absorbancia  
300 0,076 
900 0,231 
1200 0,307 
1600 0,404 
 
La figura 9 muestra la curva de calibración construida con los datos de la 
tabla 24. La ecuación obtenida es y = 0,00039x + 0,00030. 
 
Figura 9. Curva de calibración típica para el análisis de DQO (rango1).  
0
0,02
0,04
0,06
0,08
0,1
0,12
0,14
0 50 100 150 200 250 300 350
Ab
so
rb
an
ci
a
Concentraciòn
Curva de calibracion rango 1 
  
  
La figura 10 muestra la curva de calibración construida con los datos de la 
tabla 25. La ecuación obtenida es y = 0,00025x + 0,0017. 
 
Figura 10. Curva de calibración típica para el análisis de DQO (rango2).  
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La ecuación para calcular la incertidumbre dada por la curva de calibración 
cuando se hace la medición de una muestra es: 
 
( )
( )
xx
M
CC
s
CC
npb
sU
2
1
11
*
−
++=  
 
Donde: 
 
s: Desviación estándar residual del cálculo de regresión lineal. 
b1: Pendiente de la curva de calibración. 
p: Número de réplicas de la muestra en estudio. 
n: Número de patrones para construir la curva de calibración. 
CM: Concentración de la muestra. 
C : Concentración promedio de los patrones. 
sxx: Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones 
obtenidas. 
 
Según lo anterior, es necesario conocer la concentración de la muestra, 
que se asumirá es de 150mgO2/L, que corresponde a la mitad del rango 
lineal, para efecto de cálculos. 
 
La desviación estándar residual s y la suma de cuadrados de los 
residuales sxx se calculan así: 
 
( )[ ]
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1
2
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Donde: 
 
Ai: Absorbancia del patrón i. 
bo: Intercepto de la curva de calibración. 
b1: pendiente de la curva de calibración. 
Ci: Concentración del patrón i. 
 
( )[ ] ( )[ ]
2
100*00039,00003,0038,010*00039,00003,0004,0 22 +−++−
=s 


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( )[ ] ( )[ ]
2
300*00039,00003,0115,0200*00039,00003,0080,0 22 +−++−+

 
310*23,2 −=s 
 
( ) ( ) ( ) ( ) 0,470755,1523005,1522005,1521005,15210 2222 =−+−+−+−=xxs  
 
( )
( ) 37,4
47075
5,152150
4
1
3
1
*
00039,0
10*23,2 23
=
−
++=
−
CCU  
 
La incertidumbre ( )CCU  hallada es  una incertidumbre relativa que 
corresponde a una muestra de 150mgO2/L, por eso es necesario calcular 
la incertidumbre que aporta la curva de calibración para la medición de 
una muestra así: 
 
( )
[ ] 029,0150
37,4
==
muestra
U CC Incertidumbre aportada por la curva de calibración 
para la el análisis de DQO (rango 1). 
 
Para determinar la incertidumbre aportada por la curva de calibración para 
el análisis de DQO (rango 2) utilizaremos las mismas formulas. Teniendo 
en cuenta que es necesario conocer la concentración de la muestra, se 
asumirá que es de 650mgO2/L, que corresponde a la mitad del rango 
lineal, para efecto de cálculos. 
 
( )
( ) 33,17
900000
1000650
4
1
3
1
*
00025,0
10*11,5 23
=
−
++=
−
CCU 
 
La incertidumbre ( )CCU  hallada es la incertidumbre relativa que 
corresponde a una muestra de 650mgO2/L, por eso es necesario calcular 
la incertidumbre que aporta la curva de calibración para la medición de 
una muestra así: 
 
( )
[ ] 0267,0650
34,17
==
CC
U CC
  Incertidumbre aportada por la curva de calibración 
para la el análisis de DQO (rango 2). 
 
• Incertidumbre aportada por la repetibilidad 
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Rango 1. Se calcula con ayuda de la desviación estándar s más grande 
obtenida durante la validación, o sea 13,08 mgO2/L. Ver “ensayo 4 tabla 7” 
E.m. rango 1. 
 
050,0
150*3
08,13
][
2
)(
=





=
R
U R
 
 
Rango 2. Se calcula con ayuda de la desviación estándar s más grande 
obtenida durante la validación, o sea 19,88 mgO2/L. Ver “ensayo 2 tabla 6” 
E.b. rango 2.   
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• Incertidumbre estándar combinada en el análisis de DQO  
 
[ ] ( ) ( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( ) 05851,0050,010*30,410*9,2
10*45,610*27,310*87,310*74,2
]/[ 22322
23242323
2
)/( 2
=
++
++++
=
−−
−−−−
LmgO
U LmgO
 
Incertidumbre estándar combinada en el análisis de DQO rango 1  
 
 
[ ] ( ) ( ) ( ) ( )
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Incertidumbre estándar combinada en el análisis de DQO rango 2  
 
• Expresión de los resultados 
 
• Incertidumbre estándar combinada (rango 1) 
 
[mgO2/L]Muestra = [mgO2/L] Muestra ± (0,05851*[mgO2/L] Muestra) 
 
• Incertidumbre expandida (rango 1)  
 
[mgO2/L]Muestra = [mgO2/L] Muestra ± (0,05851*[mgO2/L] Muestra*2) 
 
[mgO2/L]Muestra = [mgO2/L] Muestra ± (0,11702*[mgO2/L] Muestra) 
 
Por ejemplo, para una muestra de 200mgO2/L se expresa así: 
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200mgO2/L ± 23,40mgO2/L 
 
• Incertidumbre estándar combinada (rango 2) 
 
[mgO2/L]Muestra = [mgO2/L] Muestra ± (0,05416*[mgO2/L] Muestra) 
 
• Incertidumbre expandida (rango 2)  
 
[mgO2/L]Muestra = [mgO2/L] Muestra ± (0,05416*[mgO2/L] Muestra*2) 
 
[mgO2/L]Muestra = [mgO2/L] Muestra ± (0,10832*[mgO2/L] Muestra) 
 
Por ejemplo, para una muestra de 1200mgO2/L se expresa así: 
 
1200mgO2/L ± 129,98mgO2/L 
 
Figura 11. Contribuciones a la incertidumbre en el análisis de DQO. 
Rango 1. 
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Figura 12. Contribuciones a la incertidumbre en el análisis de DQO. 
Rango 2. 
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6.1.7 Discusión de resultados 
 
La prueba R & R efectuada por un segundo analista de muestra que el 
método es reproducible y que los resultados obtenidos por un segundo 
analista son comparables. 
 
Los criterios de aceptación para la exactitud y la precisión se cumplen 
satisfactoriamente para la determinación de la Demanda Química de 
Oxígeno por el método colorimétrico. 
 
En las figuras 11 y 12 “contribuciones a la incertidumbre del análisis de DQO” 
se observa que la mayor contribución proviene de la repetibilidad debido a la 
sensibilidad del método. La contribución debida a la construcción de la curva 
de calibración es importante esto sugiere que en la construcción de dicha 
curva esta se adapte a una recta según el modelo de la Ley de Beer12 y que 
los residuales sean los más pequeños posibles, es decir que su coeficiente 
de determinación R2 sea mayor a 0,995. 
 
6.1.8 Conclusiones  
 
Se logró estandarizar y validar el método colorimétrico para la determinación 
de la DQO 
 
                                                 
12
  El nombre completo es Ley de Bourguer - Beer - Lambert simplificada a Ley de Beer. 
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Tabla 26. Conclusiones acerca de los parámetros de calidad analítica 
para la determinación de la Demanda Química de Oxigeno método 
colorimétrico (Rango 1). 
Parámetro Resultado
Límite de detección 2,90 mgO2/L
Límite de Cuantificación 9,65mgO2/L
Rango Óptimo de Cuantificación Desde 9,65 hasta 300mgO2/L
Exactitud E% máximo de 8,60 %
Precisión CV% máximo de 8,39 %
Sensibilidad de calibración 0,0004 L/mgO2/L
Recuperación Desde 91 hasta 105%
Incertidumbre de la Medición 0,11702 * [mgO2/L]
 
 
Tabla 27. Conclusiones acerca de los parámetros de calidad analítica 
para la determinación de la Demanda Química de Oxigeno método 
colorimétrico (Rango 2). 
Parámetro Resultado
Límite de detección 24,06 mgO2/L
Límite de Cuantificación 80,19 mgO2/L
Rango Óptimo de Cuantificación Desde 80,19 hasta 1600mgO2/L
Exactitud E% máximo de 9,30%
Precisión CV% máximo de 7,73%
Sensibilidad de calibración 0,0003 L/mgO2/L
Recuperación Desde 84,18 hasta 113,73%
Incertidumbre de la Medición 0,10832 * [mgO2/L]
 
 
6.1.9 Recomendaciones  
 
La sensibilidad de calibración del método (numeral 6.1.6.5) nos muestra que 
pequeños cambios en la Absorbancia se ven reflejados en grandes cambios 
en la concentración, por lo tanto se debe tener especial cuidado en la 
operación del equipo, construir curvas de calibración para cada jornada de 
trabajo y controlar la presencia de impurezas. 
 
Tener especial cuidado de la presencia de compuestos volátiles susceptibles 
de oxidación en el lugar de trabajo. 
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Usar siempre celdas de cuarzo y tener cuidado en la limpieza de ellas. 
 
6.1.10 Control de Calidad y Seguimiento de Validación 
 
Construir carta de control usando un patrón con una concentración 
correspondiente a la mitad del rango de trabajo así: 150mgO2/L para el rango 
1 y 650mgO2/L para el rango 2.  
 
Participar en pruebas de desempeño cada año. 
 
Hacer prueba R & R cada seis meses. 
 
6.2 DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO (DBO5). METODO 
RESPIROMETRICO. 5210D 
 
6.2.1 Alcance 
 
El método debe servir para la determinación de la Demanda Bioquímica de 
Oxígeno (DBO5)  en aguas naturales (superficiales y subterráneas) y en 
aguas residuales domésticas e industriales, con un rango de aplicación 
desde el LC hasta 400 mgO2/L 
 
6.2.2 Principio 
 
 
La prueba analítica de la DBO estima la cantidad de oxígeno que se requiere 
para degradar la materia orgánica de una muestra de agua, por medio  de 
una población microbiana heterogénea. La información obtenida en la prueba 
corresponde a la materia orgánica biodegradable. 
 
El método respirométrico  proporciona una medida directa del oxígeno 
consumido por los microorganismos a partir del aire ambiente o de un medio 
enriquecido con oxígeno utilizando un procedimiento de bioensayo en un 
recipiente cerrado bajo condiciones de temperatura y agitación constantes el 
principio en dicho recipiente consiste en la medición del descenso en la  
presión de un sistema cerrado. Los microorganismos en la muestra 
consumen el oxígeno formando CO2, el cual es absorbido por el NaOH 
creando un vacío que se puede leer directamente como valor en mgO2/L este 
valor es la relación del consumo de oxígeno con cambios de presión mientras 
se mantiene un volumen constante. 
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6.2.3 Preparación de Soluciones de Trabajo 
 
Las soluciones en las que no se indica el solvente, es agua destilada. 
 
6.2.3.1 Solución amortiguadora de fosfatos (Macronutrientes): disolver 
8,5 g de KH2PO4; 21,75 g de K2HPO4; 33,4 g de Na2HPO4*7H2O y 
1,7 g de NH4Cl en aproximadamente 500mL de agua. Diluir a 1L.  
El pH debe ser 7,2 sin posteriores ajustes.  Si se presenta alguna 
señal de crecimiento biológico, descartar este o cualquiera de los 
otros reactivos. 
 
6.2.3.2 Solución de sulfato de magnesio MgSO4*7H2O 
(Micronutriente): disolver 22,5 g de MgSO4*7H2O en agua y diluir 
a 1 litro 
 
6.2.3.3 Solución de cloruro de calcio CaCl2  (Micronutriente): disolver 
27,5 g de CaCl2  y diluir a 1 litro 
 
6.2.3.4 Solución de cloruro férrico FeCl3 *6 H2O (Micronutriente): 
disolver 0,25 g de FeCl3 *6H2O. Diluir a 1 litro 
 
6.2.3.5 Solución de hidróxido de potasio 6N: disolver  336 g de KOH en 
aproximadamente 700 ml de agua y se diluye a 1 L. Precaución: la 
adición de KOH al agua debe hacerse lentamente con agitación 
constante para evitar sobrecalentamiento. 
 
6.2.3.6 Solución patrón de control (ácido glutámico-glucosa): Pesar 
en conjunto 150mg de glucosa y 150mg de ácido glutámico (que 
han sido secados  a 103ºC durante 1 hora) y diluirlos en 800ml de 
agua de dilución. Se verifica el pH 7.0 y se ajusta si es necesario 
usando KOH 6N y se diluye a 1L. Esta solución puede 
almacenarse hasta por 1 semana a 4ºC. 
 
6.2.3.7 Inoculo: Depositar, en un recipiente de vidrio, aproximadamente 1 
Litro de agua proveniente de efluentes de tratamientos biológicos o 
agua residual doméstica y proporcionarle aireación continua. 
 
Antes de utilizar el inóculo se debe asegurar que los microorganismos 
presentes en el inóculo sean deseables y que no haya exceso de ellos, se 
hace una observación del inóculo en el microscopio. Algunos de los 
microorganismos deseables en el inóculo se muestran en el Standard 
Methods for the Examination of  Water and Wastewater, páginas 10-119 a 
10-123. 21ST Edition 
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6.2.3.8 Agua de dilución: el agua de dilución es agua destilada, exenta 
de cloro. Por cada Litro de agua de dilución a usar: adicionar 1 mL 
de solución amortiguadora, 1 mL de solución de Sulfato de 
magnesio, 1 mL de Cloruro de calcio y 1mL de solución de Cloruro 
férrico. Preferiblemente adicionar de 10 a 20 mL de inóculo para 
cada  litro de agua de dilución. Sin embargo, la cantidad  de 
inóculo que se adiciona a cada muestra depende de la población 
de microorganismos que se observen en él. 
 
6.2.4 Experimentos de Estandarización 
 
Primero que todo se realizaron ensayos de DBO con el método Winkler, para 
luego hacer el montaje de DBO por el método respirométrico en las mismas 
condiciones de análisis, pero no se hallaron resultados reproducibles, luego 
teniendo en cuenta la información del Standard Methods se realizaron varios 
ensayos sin conseguir datos reproducibles. Finalmente al recolectar toda la 
información obtenida durante el proceso y hacer una revisión documental 
más detallada se pudieron establecer las condiciones óptimas de análisis. 
Los datos hallados durante el proceso de estandarización los podemos 
observar en las tablas 28, 29, 30 y 31. 
 
Tabla 28. Datos obtenidos para el E.m en la estandarización del ensayo 
de DBO. 
 Replica 
Estándar medio 
Concentración teórica 198 +/- 30,5mgO2/L 
Ensayo1  Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5 Ensayo6 Ensayo7 
1 166,7 158,4 173,3 163,3 165,7 189,3 168,3 
2 161,7 158,4 173,3 163,3 170,7 173,3 153,3 
3 166,7 153,4 163,3 158,3   157,3 168,3 
Xm 165,0 156,7 170,0 161,7 168,2 173,3 163,3 
S 2,9 2,9 5,8 2,9 3,5 16,0 8,7 
%CV 1,7 1,8 3,4 1,8 2,1 9,2 5,3 
%E -16,7 -20,9 -14,1 -18,4 -15,1 -12,5 -17,5 
 
 
Tabla 29. Datos obtenidos para el E.m en la estandarización del ensayo 
de DBO. 
 Replica 
Estándar medio 
Concentración teórica 198 +/- 30,5mgO2/L 
Ensayo1  Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5 Ensayo6 Ensayo7 
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 Replica 
Estándar medio 
Concentración teórica 198 +/- 30,5mgO2/L 
Ensayo1  Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5 Ensayo6 Ensayo7 
1 170,7 176,0 180,0 185,0 165,3 165,3 175,7 
2 165,7 176,0 170,0 175,0 165,3 173,3 175,7 
3 160,7 184,0 175,0 170,0 165,3 173,3 165,7 
Xm 165,7 178,7 175,0 176,7 165,3 170,7 172,3 
S 5,0 4,6 5,0 7,6 0,0 4,6 5,8 
%CV 3,0 2,6 2,9 4,3 0,0 2,7 3,4 
%E -16,3 -9,8 -11,6 -10,8 -16,5 -13,8 -13,0 
 
Tabla 30. Datos obtenidos para el E.m en la estandarización del ensayo 
de DBO. Estándar preparado con material de referencia certificado  
MERCK 
 
Replica 
Estándar medio (material de referencia certificado MERCK) 
 DBO Teórica 210 +/- 30,5mgO2/L 
03/11/2008 03/12/2008 
1 184,7 194,7 
2 194,7 154,7 
3 204,7 194,7 
Xm 194,7 181,4 
 10,0 23,1 
%E -7,3 -13,6 
%CV 5,1 12,7 
 
Tabla 31. Datos obtenidos para el E.m en la estandarización del ensayo 
de DBO. Ensayo realizado por el método Winkler. 
Promedio 173
% Error -12,63
Patrón 198 ± 30,5 mgO2/L
06/06/2008
179
170
170
 
 
En conclusión se logró estandarizar para el laboratorio el procedimiento para 
la determinación de la Demanda Bioquímica de Oxigeno. Se construyeron el 
procedimiento del ensayo, del equipo y la instrucción de trabajo del equipo. 
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6.2.5 Experimentos de Validación 
 
Lugar: Laboratorio de Química Ambiental (LQA) 
Equipo: EQUIPO OXITOP IS 12 WTW 
Analista: Carlos Albeiro León Gil  
Fecha: desde 03/10/2008 hasta 03/12/2008 
 
6.2.5.1 Límites de detección y cuantificación 
 
Para hallar los límites de detección y cuantificación se usaron dos estándares  
de 7,4mgO2/L y 7,9mgO2/L se realizaron en total cinco ensayos los 
resultados se pueden observar en la tabla 32. 
 
Para calcular los límites de detección y cuantificación se utilizó la desviación 
estándar s hallada en cada ensayo realizado, para analizar estos límites se 
utilizó prueba F que es realizada por medio del programa ProControl® el cual 
hace una comparación entre los ensayos por medio de las varianzas y 
determina si las distribuciones son homogéneas, así se pudieron identificar 
diferencias significativas entre ensayos. 
 
Tabla 32. Límite de detección y cuantificación. En la validación del 
ensayo de DBO. 
Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5
1 6,7 6,7 8,7 7,3 7,3
2 7,7 8,7 4,7 8,3 6,3
3 8,7 8,7 7,3 6,3
Xm 7,7 8,0 6,7 7,6 6,6
s 1,0 1,2 2,8 0,6 0,6
%CV 13,0 14,4 42,2 7,6 8,7
%E 4,1 8,6 -15,2 -3,4 -16,0
Replica
Estándar bajo
[7,4mgO2/L] [7,9mgO2/L]
 
 
Al efectuar la prueba F (ver anexo M), se pudo establecer que los ensayos 1, 
2, 4 y 5 son homogéneos entre sí, lo que permite establecer que los valores 
de LD y LC se puedan promediar. Por otro lado, el ensayo 3 no es 
homogéneo con ellos y por esta razón no se tuvo en cuenta en el cálculo de 
los límites de detección y cuantificación. 
 
En conclusión:  
 
El límite de detección (LD) promedio es 2,55mgO2/L. 
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El límite de cuantificación (LC) promedio es 8,5mgO2/L 
 
Nota: Previamente a estos ensayos se realizaron ocho ensayos con 
estándares de concentración más baja 3,96mgO2/L encontrando datos de 
%E y %CV muy alejados de los criterios de aceptación y por lo tanto se 
procedió a hallar los LD y LC con un estándar de aproximada de 8mgO2/L, 
los datos están resumidos en la siguiente tabla. 
 
Tabla 33. Primeros ensayos para hallar los Límites de detección y 
cuantificación. En la validación del ensayo de DBO. 
 
Estándar bajo 
Concentración teórica 3,96mgO2/L 
Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5 Ensayo6 Ensayo7 Ensayo8 
1 2,0 3,0 2,0 2,0 4,33 5,33 4,3 4,3 
2 2,0 2,0 3,0 1,0 5,33 4,33 6,3 5,33 
3 3,0 2,0 3,0 3,0 5,33 5,33 5,33  
Xm 2,3 2,3 2,7 2,0 5,0 5,0 5,3 4,8 
s 0,6 0,6 0,6 1,0 0,6 0,6 1,0 0,7 
%CV 24,7 24,7 21,7 50,0 11,6 11,6 18,8 15,1 
%E 41,1 41,1 32,7 49,5 26,2 26,2 34,1 21,6 
 
 
6.2.5.2 Exactitud (expresada como %E) 
 
Para analizar la exactitud se utilizó la prueba T que es realizada por medio 
del programa ProControl®, el cual hace una comparación entre las medias. 
La prueba T permite identificar si existen diferencias significativas o no entre 
las medias de ensayos, por medio de esta podemos determinar si existen 
ensayos desiguales. Además se tuvo en cuenta el criterio citado en el 
numeral 5.3.3 que acepta valores menores o iguales a 15%. 
 
Tabla 34. Datos obtenidos para el E.m en la validación del ensayo de 
DBO. 
  
Estándar medio 
Concentración teórica 198 +/- 30,5mgO2/L 
Ensayo1  Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5 Ensayo6 Ensayo7 Ensayo8 Ensayo9 
1 227,0 216,0 215,0 205,7 176,0 193,0 187,3 164,7 225,0 
2 167,0 216,0 205,0 225,7 176,0 203,0 187,3 184,7 225,0 
3 207,0 216,0 225,0 185,7 176,0 203,0 227,3   185,0 
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Estándar medio 
Concentración teórica 198 +/- 30,5mgO2/L 
Ensayo1  Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5 Ensayo6 Ensayo7 Ensayo8 Ensayo9 
Xm 200,3 216,0 215,0 205,7 176,0 199,7 200,6 174,7 211,7 
s 30,6 0,0 10,0 20,0 0,0 5,8 23,1 14,1 23,1 
%CV 15,2 0,0 4,7 9,7 0,0 2,9 11,5 8,1 10,9 
%E 1,2 9,1 8,6 3,9 11,1 0,8 1,3 11,8 6,9 
 
Al efectuar la prueba T (Anexo N) se pudo observar que todos los ensayos 
son estadísticamente iguales con un 95% de confianza, por lo tanto él %E 
máximo es 11,8% para el estándar medio. 
 
Nota: La prueba T realizada al estándar bajo (anexo M) demostró que todos 
los ensayos son homogéneos entre si, por lo tanto él %E máximo es 16% 
para el estándar bajo (ver tabla 32), sin embargo teniendo en cuenta el 
criterio de aceptación que es %E  15% el %E máximo es 8,6%. 
 
Tabla 35. Datos obtenidos para el E.a en la validación del ensayo de 
DBO. 
Replica 
Estándar alto  
DBO teórica 396 mgO2/L 
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 
1 343,3 323,3 343,3 
2 323,3 343,3 353,3 
3 333,3 343,3 353,3 
Xm 333,3 336,6 350,0 
 10,0 11,5 5,8 
% E 15,8 15,0 11,6 
%CV 3,0 3,4 1,6 
 
La prueba T (anexo O) realizada al estándar alto demostró que todos los 
ensayos realizados son homogéneos entre sí o sea que pueden ser 
comparados, así y teniendo en cuenta el criterio de aceptación el %E máximo 
es de 15,0%. 
 
NOTA: Los errores poseen signo que indica si el promedio está sobre (signo 
positivo) o por debajo (signo negativo) del valor convencional, por lo tanto 
será mayor él % de error que más se aleje del 0% por debajo o por encima. 
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En conclusión se obtuvo un %E máximo de 15,0% para el ensayo de DBO 
método respirométrico. 
 
6.2.5.3 Precisión (expresada como %CV) 
 
Para analizar la Precisión en los patrones se utilizó la prueba F que es 
realizada por medio del programa ProControl® el cual hace una comparación 
entre los ensayos por medio de las varianzas y determina si las 
distribuciones son homogéneas, así se puede identificar si existen diferencias 
significativas o no entre ellos. Además se tuvo en cuenta el criterio citado en 
el numeral 5.3.4 que acepta valores menores a 10%    
 
Para las muestras no se utilizó la prueba F debido a que para cada ensayo 
se utilizó una muestra diferente, sin embargo aceptaremos solo los %CV que 
estén dentro de los criterios de aceptación. 
  
• Precisión (patrones) 
 
Retomando el análisis hecho al estándar bajo para determinar el límite de 
cuantificación (ver tabla 32) y descartando el ensayo 3 los datos muestran un 
%CV máximo de 14,4%, sin embargo teniendo en cuenta el criterio de 
aceptación que es %CV < 10% el %CV máximo es 8,7%. 
 
Para el estándar medio (ver tabla 34) tenemos un %CV máximo de 15,2%, 
sin embargo teniendo en cuenta el criterio de aceptación que es %CV < 10% 
el %CV máximo es 9,7%.  
 
Para el estándar alto (ver tabla 35) tenemos un %CV máximo de 3,4%. 
 
• Precisión (muestras) 
 
Tabla 36. Datos obtenidos para muestras residuales domésticas  en la 
validación del ensayo de DBO. 
 
Replica 
Muestras residual domestica  
 M 99/2   M 99/2 M 118/3 M 118/3 M 118/4 M 118/4 
01/10/2008 01/10/2008 22/10/2008 22/10/2008 22/10/2008 22/10/2008 
1 16,0 31,1 594,6 545,0 40,3 43,0 
2 14,0 32,2 594,6 457,5 45,3 40,5 
3 10,0 25,1 494,6 545,0   37,0 
4   30,8   410,0   45,0 
5   29,2   505,0   32,8 
6       547,5     
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Replica 
Muestras residual domestica  
 M 99/2   M 99/2 M 118/3 M 118/3 M 118/4 M 118/4 
01/10/2008 01/10/2008 22/10/2008 22/10/2008 22/10/2008 22/10/2008 
Xm 13,3 29,7 561,3 501,7 42,8 39,7 
 3,1 2,8 57,7 57,0 3,5 4,9 
%CV 22,9 9,4 10,3 11,4 8,3 12,3 
 
Para las muestras residuales domésticas se halló un %CV máximo de 22,9%. 
Sin embargo este porcentaje está muy por encima del los criterios de 
aceptación que es %CV < 10%, por lo tanto no fueron tenidos en cuenta los 
% > 10%, así el %CV máximo  es de 9,4%. Los datos observados 
corresponden a los hallados por medio del método respirométrico y el 
método Winkler respectivamente por eso al observar la prueba T y la prueba 
F (anexo P) se deben analizar sólo los ensayos por parejas para determinar 
si son homogéneos o no. En la tabla 36 aparecen dos ensayos realizados a 
una misma muestra, pero esos ensayos fueron realizados por métodos 
diferentes (ver anexo P). 
 
Tabla 37. Datos obtenidos para muestras residuales industriales  en la 
validación del ensayo de DBO. 
Repl
ica 
Muestras residual industrial 
M 
133/1 
M 
133/1 
M 
133/2 
M 
133/2 
M 
118/1 
M 
118/1 
M 
118/2 
M 
118/2 
M 
105/1 
M 
105/1 M 56/5 M 56/5 
03/11/
2008 
03/11/
2008 
03/11/
2008 
03/11/
2008 
22/10/
2008 
22/10/
2008 
22/10/
2008 
22/10/
2008 
01/10/
2008 
01/10/
2008 
11/06/
2008 
11/06/
2008 
1 523,5 612,5 348,5 495,2 237,3 296,5 317,3 288,0 8150,0 5920,0 186,7 143,1 
2 573,5 525,5 348,5 568,4 207,3 176,0 297,3 252,6 8150,0 5060,0 181,7 180,2 
3 573,5 540,5 348,5 460,0 257,3 263,5 307,3 266,0 7150,0 4438,0 181,7 164,9 
4 
 608,0  568,8  241,0  240,0 7720,0 5830,0 158,4 180,1 
5 
 570,5  537,6  179,5  251,0 7920,0 5068,0 163,4 155,8 
6 
   512,8  167,0  280,4 8120,0 4444,0 163,4 173,2 
Xm 556,8 571,4 348,5 523,8 234,0 220,6 307,3 263,0 7868,3 5126,7 172,5 166,2 
 28,9 39,0 0,0 42,9 25,2 54,0 10,0 18,5 390,6 643,8 12,1 14,7 
%CV 5,2 6,8 0,0 8,2 10,8 24,5 3,3 7,0 5,0 12,6 7,0 8,8 
 
Para las muestras residuales industriales se encontró un %CV máximo de 
8,8%. Los datos observados corresponden a los hallados por el método 
respirométrico y el método Winkler respectivamente por eso al observar la 
prueba T y la prueba F (anexo Q Y R) se deben analizar sólo los ensayos por 
parejas para determinar si son homogéneos o no.  
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Tabla 38. Datos obtenidos para muestras residuales sintéticas  en la 
validación del ensayo de DBO. 
Replica 
Muestras residual sintética 
M 20/1 M 20/1 M 20/2 M 20/2 M 20/3 M 20/3 M 20/4 M 20/4 M 20/5 M 20/5 M 20/6 M 20/6 
12/11/2008 12/11/2008 12/11/2008 12/11/2008 12/11/2008 12/11/2008 12/11/2008 12/11/2008 12/11/2008 12/11/2008 12/11/2008 12/11/2008 
1 145,0 122,6 135,0 95,2 740,0 473,5 4 1,9 6 3,9 14 13,6 
2 135,0 107,6 155,0 90,6 740,0 580,0 4 1,7   4,1 12 15,1 
3 125,0 114,6 155,0 121,2 700,0 540,0   1,9   4,7   16,7 
Xm 135,0 114,9 148,3 102,3 726,7 531,2 4,0 1,8 6,0 4,2 13,0 15,1 
 10,0 7,5 11,5 16,5 23,1 53,8 0,0 0,1   0,4 1,4 1,6 
%CV 7,4 6,5 7,8 16,1 3,2 10,1 0,0 6,3   9,8 10,9 10,2 
 
Para las muestras residuales sintéticas se obtuvo un %CV máximo de 9,8%. 
Los datos observados corresponden a los hallados por el método 
respirométrico y el método Winkler respectivamente por eso al observar la 
prueba T y la prueba F (anexo S y T) se deben analizar solo los ensayos por 
parejas para determinar si son homogéneos o no.  
 
Tabla 39. Datos obtenidos para muestras (material de referencia 
certificado) en la validación del ensayo de DBO. 
Replica 
Muestra (material de referencia 
certificado) 
M 02/13 M 02/14 
03/12/2008 03/12/2008 
1 13,4 114,7 
2 11,4 114,7 
3 
  
116,0 
Xm 12,4 115,1 
 1,4 0,8 
%CV 11,4 0,7 
 
Para las muestras de material de referencia certificado tenemos un %CV 
máximo de 11,4% ver tabla 37. Los datos observados corresponden a los 
datos hallados por el método respirométrico. 
 
En conclusión se obtuvo un %CV máximo de 9,8% para el ensayo de DBO 
método respirométrico. 
 
6.2.5.4 Repetibilidad y reproducibilidad (R & R) 
 
Analista: Clara Inés Arango Sotelo  
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Tabla 40. Datos obtenidos para la R & R en la validación del ensayo de 
DBO. 
Replica 
Estándar medio  
 R y R 
Concentración teórica 
198 +/- 30,5 mgO2/L 
Ensayo1  Ensayo2  
1 164,67 174,67 
2 174,67 174,67 
3 174,67 164,67 
Xm 171,34 171,34 
s 5,774 5,774 
%CV 3,37 3,37 
%E -13,47 -13,47 
 
En conclusión se observa que los datos hallados por un segundo analista son 
comparables y reproducibles.  
 
6.2.6 Estimación de la Incertidumbre de la Medición  
 
6.2.6.1 Mesurando 
 
La medición con OxiTop® consiste en una medición de presión negativa 
(vacio) en un sistema cerrado. 
 
6.2.6.2 Modelo matemático 
 
Los datos obtenidos de los sensores oxitop se interpretan para obtener la 
DBO según la siguiente fórmula: 
 
FDSFOLDBO *))*(( −=
 
 
Donde: L    = lectura del sensor oxitop. 
             FO = factor oxitop. 
             S    = DBO en mg O2 /L del blanco. 
             FD  = factor de dilución. 
 
6.2.6.3 Principio de medición 
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El método respirométrico  proporciona una medida directa del oxígeno 
consumido por los microorganismos a partir del aire ambiente o de un medio 
enriquecido con oxígeno utilizando un procedimiento de bioensayo en un 
recipiente cerrado bajo condiciones de temperatura y agitación constantes el 
principio en dicho recipiente consiste en la medición del descenso en la  
presión de un sistema cerrado. Los microorganismos en la muestra 
consumen el oxígeno formando CO2, el cual es absorbido por el NaOH 
creando un vacío que se puede leer directamente como valor en mgO2/L este 
valor es la relación del consumo de oxígeno con cambios de presión mientras 
se mantiene un volumen constante 
 
6.2.6.4 Identificación de fuentes de incertidumbre 
 
Las fuentes de incertidumbre están resumidas en la tabla 41. Para estimar la 
incertidumbre utilizaremos las variables implicadas en la formula usada para 
calcular la DBO así: 
 
( ) ( )[ ] FDFOsLsFOmLmDBO *** −=
 
  
Tabla 41. Fuentes de incertidumbre para el análisis de DBO. 
Procedimiento realizado 
Factor Crítico en la 
Cuantificación 
Aplica 
Incertidumbre 
No Aplica 
Incertidumbre 
Preparación de nutrientes  X 
Agua destilada  X 
Inoculo  X 
Preparación del agua de dilución   X 
Cantidad de NaOH  X 
Incubación a 20°C  X 
Agitación constante   X 
Medición de la muestra  X  
Por el equipo oxitop X  
Repetibilidad  X  
Factor de dilución X  
 
6.2.6.5 Diagrama causa-efecto 
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Figura 13. Diagrama de causa-efecto para determinar la incertidumbre 
en la medición de DBO. 
 
 
 
6.2.6.6 Cálculos 
 
Se usan las mismas ecuaciones que aparecen en el numeral 6.1.6.6. 
 
Para estimar la incertidumbre aportada por la utilización de pipetas y balones 
se usan sus tolerancias las cuales se encuentran en el anexo U. 
 
Nota 1: Se omiten unidades en todos los cálculos.  
 
Nota 2: Se agrupan todas las repetibilidades y se calcula la incertidumbre 
total aportada, por eso no se toman en cuenta en los cálculos de 
incertidumbre individuales. 
 
• Incertidumbre aportada por el factor oxitop. 
 
Para este paso es necesario tener en cuenta la ecuación utilizada en el 
cálculo del factor oxitop. Tomaremos como ejemplo un factor oxitop de 5 
para el cual corresponde un volumen de muestra de 250ml.  
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R = cte;       T0 = cte;         = cte;            p (O2) = Lectura del sensor oxitop. 
Vtot = La incertidumbre aportada por el volumen de la botella no será tenida 
en cuenta por considerarse despreciable. 
 
( ) 0408,02*
20*3
1
250*3
15,0
32*3
0012,0
]5[
222
=


	












+





+





=
FOU
Incertidumbre 
aportada por el factor oxitop.  
 
• Incertidumbre aportada por la lectura del equipo. 
 
Para este caso tendremos en cuenta la máxima lectura esperada en el 
equipo que es de 40 y una precisión de 1 digito la cual es dada por el 
fabricante del equipo. 
 
( ) 0204,02*
40*3
1
]40[
2
=





=
LU
Incertidumbre aportada por la lectura del 
equipo.  
 
• Incertidumbre aportada por el factor de dilución. 
Para este caso tendremos en cuenta un factor de dilución de 10veces. 
 
( ) 0013,0
3*100
1,0
3*10
02,0
]10[
22
=





+





=
v
U Dil
Incertidumbre aportada por el 
factor de dilución. 
• Incertidumbre aportada por la Repetibilidad. 
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Se calcula con ayuda de la desviación estándar s más grande obtenida 
durante la validación, teniendo en cuenta solo los estándares, o sea 30,6 
mgO2/L. Ver “ensayo 1” tabla 34. E.m. (Concentración teórica 198 +/- 
30,5mgO2/L)   
( ) 0892,0
3*198
6,30
][
2
=





=
R
U R
 
 
• Incertidumbre estándar combinada en el análisis de DBO (método 
respirométrico). 
 
[ ] ( ) ( ) ( ) ( ) 1002,00892,00013,00204,00408,0]/[
2222
2
/2
=+++=
LmgO
U LmgO
  
 
• Expresión de resultados 
 
• Incertidumbre estándar combinada 
 
[mgO2/L]Muestra = [mgO2/L] Muestra ± (0,1002*[mgO2/L] Muestra) 
 
• Incertidumbre expandida 
 
[mgO2/L]Muestra = [mgO2/L] Muestra ± (0,1002*[mgO2/L] Muestra*2) 
 
[mgO2/L]Muestra = [mgO2/L] Muestra ± (0,2004*[mgO2/L] Muestra) 
 
Por ejemplo, para una muestra de 150mgO2/L se expresa así: 
 
150mgO2/L ± 30,06mgO2/L 
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Figura 14. Contribuciones a la incertidumbre en el análisis de DBO. 
Método respirométrico. 
 
 
 
6.2.7 Discusión de resultados 
 
La determinación de la Demanda Bioquímica de Oxígeno cumple con los 
criterios de aceptación propuestos teniendo en cuenta que por tratarse de un 
bioensayo puede ser mas flexible la exactitud.  
 
Cuando se comparan los datos hallados con el método respiromètrico y los 
hallados con el método winkler se observa que son datos reproducibles y que 
se puede hacer una comparación directa.  
 
La prueba R & R efectuada por un segundo analista demuestra que el 
método es reproducible y que los resultados obtenidos por un segundo 
analista son comparables. 
 
Se probó el ensayo en varias matrices encontrando datos comparables con 
los hallados por el método winkler. 
 
6.2.8 Conclusiones 
 
Se estandarizó y validó el método respirométrico para la determinación de la 
Demanda Bioquímica de Oxigeno. 
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Tabla 42. Conclusiones acerca de los parámetros de calidad analítica 
para la determinación de la Demanda Bioquímica de Oxigeno método 
respirométrico.  
Parámetro Resultado
Límite de detección 2,55 mgO2/L
Límite de Cuantificación 8,5mgO2/L
Rango Óptimo de Cuantificación Desde 8,5 hasta 400mgO2/L
Exactitud E% máximo de 15,0%
Precisión CV% máximo de 9,8%
Incertidumbre de la Medición 0,2004 * [mgO2/L]
 
 
6.2.9 Recomendaciones  
 
Realizar pruebas confirmatorias para probar lo citado en la literatura que dice 
“la DBO hallada por el método respirométrico puede ser comparada con la 
DBO por dilución después del segundo o tercer día de incubación sin 
necesidad de esperar los cinco días de incubación”. 
 
Realizar pruebas de funcionamiento a los equipos oxitop. 
 
Realizar ensayos con una temperatura óptima 20±1ºC utilizando un estándar 
de concentración baja >7mgO2/L, para hallar un límite de cuantificación 
menor.  
 
6.2.10 Control de Calidad y Seguimiento de Validación 
 
Construir carta de control usando un patrón con una concentración 
correspondiente a la mitad del rango (198 ± 30,5 mgO2/L). 
 
Participar en pruebas de desempeño cada año. 
 
Hacer prueba R & R cada seis meses. 
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ANEXOS 
 
 
Anexo A. Contraste estadístico de los datos del E. b para la validación 
del ensayo de DQO rango 1. Usando el programa ProControl®. 
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Anexo B. Contraste estadístico de los datos del E. b para la validación 
del ensayo de DQO rango 2. Usando el programa ProControl®. 
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Anexo C. Contraste estadístico de los datos del E. m. para la validación 
del ensayo de DQO rango 1. Usando el programa ProControl®. 
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Anexo D. Contraste estadístico de los datos del E. m. para la validación 
del ensayo de DQO rango 2. Usando el programa ProControl®. 
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Anexo E. Contraste estadístico de los datos del E. a. para la validación 
del ensayo de DQO rango 1. Usando el programa ProControl®. 
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Anexo F. Contraste estadístico de los datos del E. a. para la validación 
del ensayo de DQO rango 2. Usando el programa ProControl®. 
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Anexo G. Contraste estadístico de los datos de la muestra M1 para la 
validación del ensayo de DQO rango 1. Usando el programa 
ProControl®. 
 
 
 90 
Anexo H. Contraste estadístico de los datos de la muestra M1 para la 
validación del ensayo de DQO rango 2. Usando el programa 
ProControl®. 
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Anexo I. Contraste estadístico de los datos de la muestra M1+Ab (% de 
recuperación) para la validación del ensayo de DQO rango 1. Usando el 
programa ProControl®. 
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Anexo J. Contraste estadístico de los datos de la muestra M1+Ab (% de 
recuperación) para la validación del ensayo de DQO rango 2. Usando el 
programa ProControl®. 
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Anexo K. Contraste estadístico de los datos de la muestra M1+Aa (% de 
recuperación) para la validación del ensayo de DQO rango 1. Usando el 
programa ProControl®. 
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Anexo L. Contraste estadístico de los datos de la muestra M1+Aa. (% de 
recuperación) para la validación del ensayo de DQO rango 2. Usando el 
programa ProControl®. 
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Anexo M. Contraste estadístico de los datos del E. b para la validación 
del ensayo de DBO. Usando el programa ProControl®. 
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Anexo N. Contraste estadístico de los datos del E. m. para la validación 
del ensayo de DBO. Usando el programa ProControl®. 
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Anexo O. Contraste estadístico de los datos del E. a. para la validación 
del ensayo de DBO. Usando el programa ProControl®. 
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Anexo P. Contraste estadístico de los datos de muestras residuales 
domesticas para la validación del ensayo de DBO. Usando el programa 
ProControl®. 
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Anexo Q. Contraste estadístico de los datos de muestras residuales 
industriales para la validación del ensayo de DBO. Usando el programa 
ProControl®. 
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Anexo R. Contraste estadístico de los datos de muestras residuales 
industriales para la validación del ensayo de DBO. Usando el programa 
ProControl®. 
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Anexo S. Contraste estadístico de los datos de muestras residuales 
sintéticas para la validación del ensayo de DBO. Usando el programa 
ProControl®. 
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Anexo T. Contraste estadístico de los datos de muestras residuales 
sintéticas para la validación del ensayo de DBO. Usando el programa 
ProControl®. 
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Anexo U. Tolerancias de pipetas y balones clase A. A 20 ºC. 
 
Pipeta 
(ml) 
Tolerancia 
(ml) 
Balón 
(ml) 
Tolerancia 
(ml) 
1 ± 0,007 20 ± 0,04 
2 ± 0,01 25 ± 0,04 
3 ± 0,01 50 ± 0,06 
4 ± 0,015 100 ± 0,1 
5 ± 0,015 200 ± 0,15 
6 ± 0,015 250 ± 0,15 
7 ± 0,015 500 ± 0,25 
8 ± 0,02 1000 ± 0,4 
9 ± 0,02 2000 ± 0,6 
10 ± 0,02 
11 ± 0,02 
15 ± 0,03 
20 ± 0,03 
25 ± 0,03 
40 ± 0,05 
50 ± 0,05 
100 ± 0,08 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
